(19) 



J 



Europaisches Pat ntamt 
European Patent Office 
Office europe n d s brev ts 



(12) 



(11) BP 0 731 168 A1 

DEMANDE DE BREVET EUROPEEN 



(43) Date de publication: 

11.09.1996 Bulletin 1996/37 

(21 ) Numero de depot: 96420070.3 

(22) Date de depot: 05.03.1996 


(51) intci.6: C12N 15/48, C07K 14/15, 
C12Q 1/68, C12N 15/11, 

Ad 1 r\ jy/^ 1 , oU 1 N oo/oby 


(84) Etats contractants designes: 


• Mandrand, Bernard 


AT BE CH DE DK ES Fl FR GB GR IE IT LI LU MC 


691 00 Villeurbanne (FR) 


NL PT SE 


• Beseme, Frederic 




38090 Villefontaine (FR) 


(30) Priorite: 09.03.1995 FR 9502960 


• l\/lallet, Francois 




69100 Villeurbanne (FR) 


(71) Demandeur: BIO MERIEUX 




F-69280 Marcy rEtolle (FR) 


(74) Mandataire: Guerre, Dominique et at 




Cabinet Germain et Maureau 


(72) Inventeurs: 


20 Boulevard Eugene Deruelle 


• Perron, Herve 


BP 3011 


69005 Lyon (FR) 


69392 Lyon Cedex 03 (FR) 


• Bedin, Frederic 




69002 Lyon (FR) 





(54) Virus MSRV-1 et agent pathogene et/ou infectant MSRV-2 associes a la polyarthrite 
rhumatoide 



(57) L'invention concerne rutilisation d'un materiel 
viral, a I'etat purifie ou isole, possedant une activite 
transcriptase inverse, apparente k une famille d'ele- 
ments retroviraux endogenes, et/ou d'un agent patho- 
gene et/ou infectant, k T^tat purifie ou isole, different du 
materiel viral pr6cite, chacun etant issu d'une souche 
virale possedant une activite transcriptase inverse, 
choisie parmi les souches denommees respectivement 
POL-2. deposee le 22.07, 1 992 auprfes de I'EC ACC sous 
le numero d'accds V92072202, et MS7PG d6posee le 



08.01.93 aupres de I'ECACC sous le numdro d*acces 
V93010816, et parmi leurs souches variantes consis- 
tant en des virus comprenant au moins un antigene qui 
est reconnu par au moins un anticorps dirige contre au 
moins un antigene correspondant de I'un ou I'autre des 
virus des souches vtrales POL-2 et MS7PG precit^es, 
pour obtenir une composition diagnostique, prophylac- 
tique ou therapeutique pour d^tecter. prdvenir ou traiter 
une infection par ledit materiel viral et/ou ledit agent pa- 
thogene et/ou infectieux. assocl6s k la polyarthrite rhu- 
matoide. 
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Description 

La polyarthrite rhumato.de (PR) est le plus frequent des ^^^^-^^^ ^^f^""^^^ 

,e tab'Tatrs ag?rne maladie d'etiologie encore inconnue qui est c.assee dans ,a cat^g-.e des maladies auto,m- 
munes- du fait de I'existence de reactions immunologlques exacerbees centre des «"'°-^"^'9^"^^^^^ 

Une etiologie virale eVou bacterienne de la PR a ete regulierement invoquee ma.s la recherche d un agent causal 

0 ']^^Z:^i^^oo^^ une maladie auto-immune et ceux qui .tayent une hypoth.se .tiologique 

Virale Sc^e S einnT peuvent maintenant se rejoindre dans la comprehension des diff.rents "^ecan.smes pa les- 

co^rs pour t?.*" de, p.oprlLs dit.s ,up.,an,igS„(qoe, (4,6) L.urs P'»P'.««' ^.^u s 'r 
S "ogrZllnes (6), Pounam, aucu. =9,n, palhogSn, spWiqge. Bac.4,ion o. v.,.l, e. aven,u*me„, p,o- 

20 couverte de I'existence de deux agents pathologlques et/ou infectants, assoc.es. .ndependamment ou ensemble, aux 
"'''IKTechnlaues' de cuUu'^e et de detection de materiel retroviral mises en oeuvre dans les travaux realises par la 

invention assoc.es a la PR ^^^^^jg a lieu au niveau de I'articulation et implique plus particulierement la 

de sclerose en plaques. 
40 Ainsi, les diff6rents objets de la presente invention sont les suivants: 

n rutillsation d'un materiel viral, k I'^tat purifi6 ou isole, possedant une activity transcriptase ^PP^^^";^^^ 
inverse,cholsieparn.n^^^^^^^^^^^^^ 

un antigene qui est reconnu par au molns un anticorps dirig^ centre au mens un ant.gene 
ou rautre des virus des souches virales POL-2 et MS7PG pr6cit6es. pour obten.r une compos, .on d'agnos qua 
prophyiXe ou th^rapeutique pour d^tecter, prevenir ou trarter une infection par led.t matenel v.ral ou une 
so reactivation dudit materiel viral, associS S la polyarthr.te rhumatoide, ^„„aront6 k 

inSsSon d-un materiel viral, ^ l'6tat purifi6 ou isole. possedant une activite transcr.ptase .nverse, appa ent6 a 
1 aSe d elements retroviraux endc^enes, tel que produit par une llgnee celluteire -^<^^J>^^^^ll^^^^^^ 
"enommees respectlvement PLI-2 deposee le 22.07.1 992 aupres de I^CAC^^^^^^^ 
et LM7PC deposee le 08.01 .93 aupres de I'ECACC sous le num6ro d acc.s 93010817, ou par 

susceptible de produire un virus comprenant au moins - -^^f ^^^^^^^ 
un anticorps dirlge centre au molns un antigene correspendant de run ou 1 autre des wus P^^^^^^^^^^^^^^^ 
PLI-2 et LM7PC precit6es. pour obtenir une composition d.agnost.que, prephylactique ou "^^^f ^" '"^l"® P°,"i' 
teeter, t^venir ou trarter u'e infection par ledit materiel viral ou une reactK^ation dud.t mater.el v.ral, assec.e ^ la 
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polyarthrite rhumatoide, 

iii) I'utilisation d'un materiel viral dont le genome comprend une sequence nucleottdique choisie parmi SEQ ID 
N01 . SEQ ID N02. SEQ ID N03. SEQ ID N04. SEQ ID N05. SEQ ID N06. SEQ ID N07= SEQ ID N08, SEQ ID N09, 
SEQ ID N039, SEQ ID N042. SEQ ID N043 leurs sequences complementaires, et leurs sequences equivalentes, 

5 notamment les sequences nucleotidiques presentant, pour toute suite de 100 monomeres contigus, au moins 50 

% et preferentiellement au moins 70 % d'homologie avec une sequence nucleotidique choisie parmi SEQ ID N01 , 
SEQ ID N02, SEQ ID N03, SEQ ID N04, SEQ ID N05. SEQ ID N06. SEQ ID N07, SEQ ID N08, SEQ ID N09. SEQ 
ID N039, SEQ ID N042, SEQ ID N043 et leurs sequences complementaires^ pour obtenir une composition dia- 
gnostique. prophylactique ou therapeutique pour detecter. prevenir ou traiter une infection par ledit materiel viral 

10 ou une reactivation dudit materiel viral, associe a la polyarthrite rhumatoide. 

iv) ^utilisation d'un materiel retroviral, dont le gene po/de son genome comprend une sequence nucleotidique 
equivalente, et notamment presentant au moins 50% d'homologie, de preference au moins 65% d'homologie, avec 
une sequence nucleotidique appartenant au gene po/du genome du retrovirus ERV-9 ou HSERV-9, pour obtenir 
une composition diagnostique, prophylactique ou therapeutique, pour detecter, prevenir ou traiter une infection 

'5 par ledit materiel viral ou une reactivation dudit materiel viral, associe a la polyarthrite rhumatoide. 

v) I'utilisation d'un materiel retroviral dont le g6ne po/de son genome code pour une sequence peptidique 5 pre- 
sentant au moins 50%, et de preference au moins 70% d'homologie avec une sequence peptidique codee par le 
gene po/du genome du retrovirus ERV-9 ou HSERV-9, pour obtenir une composition diagnostique, prophylactique 
ou therapeutique. pour detecter, prevenir ou traiter une infection par ledit materiel viral ou une reactivation dudit 

20 materiel viral, associe a la polyarthrite rhumatoide, 

vi) I'utilisation d'un materiel retroviral dont le gene po/de son genome code pour une sequence peptidique pre- 
sentant, pour toute suite contigue d'au moins 30 acides amines, au moins 50% et de preference au moins 70% 
d'homologie avec une sequence peptidique codee par une sequence nucleotidique choisie parmi SEQ ID N01, 
SEQ ID N02, SEQ ID N03, SEQ ID N04, SEQ ID N05. SEQ ID N06, SEQ ID N07, SEQ ID N08. SEQ ID N09, SEQ 

25 ID N039, SEQ ID N042, SEQ ID N043, et leurs sequences complementaires, pour obtenir une composition dia- 

gnostique, prophylactique ou therapeutique, pour detecter, prevenir ou traiter une infection par ledit materiel viral 
ou une reactivation dudit materiel viral, associe a la polyarthrite rhumatoide, 

vii) I'utilisation d'un fragment nucleotidique. dont la sequence nucleotidique comprend une sequence nucleotidique 
choisie parmi SEQ ID N01 , SEQ ID N02, SEQ ID N03, SEQ ID N04, SEQ ID N05, SEQ ID N06, SEQ ID N07, SEQ 

30 ID N08. SEQ ID N09, SEQ ID N039. SEQ ID N042. SEQ ID N043, leurs sequences complementaires, et leurs 

sequences equivalentes, notamment les sequences nucleotidiques presentant. pour toute suite de 100 monome- 
res contigus. au moins 50%, et de preference au moins 70% d'homologie, avec une sequence choisie parmi SEQ 
ID N01, SEQ ID N02. SEQ ID N03. SEQ ID N04. SEQ ID N05, SEQ ID N06, SEQ ID N07. SEQ ID N08, SEQ ID 
N09. SEQ ID N039. SEQ ID N042. SEQ ID N043 et leurs sequences complementaires. pour obtenir une compo- 

35 sition diagnostique, prophylactique ou therapeutique. pour detecter, prevenir ou traiter une infection par ledit ma- 

teriel viral ou une reactivation dudit materiel viral, associe ^ la polyarthrite rhumatoide, 

viii) I'utilisation d'une amorce specifique comprenant une sequence nucleotidique identique ou equivalente ^ au 
moins une partie de la sequence nucleotidique d'un fragment defini en vii). notamment une sequence nucleotidique 
presentant, pour toute suite de 10 monomdres contigus. au moins 70% d'homologie avec au moins une partie 

40 dudit fragment, pour I'amplification par polymerisation d'un ARN ou d'un ADN d'un materiel viral associe k la 

polyarthrite rhumatoide ; selon une utilisation preferentielle, I'amorce comprend une sequence nucleotidique choi- 
sie parmi SEQ ID N016. SEQ ID N017, SEQ ID N018, SEQ ID N01 9, SEQ ID N020, SEQ ID N021 . SEQ ID N022, 
SEQ ID N023. SEQ ID N024, SEQ ID N025, SEQ ID N026, SEQ ID N031. SEQ ID N032. SEQ ID N033, SEQ ID 
N047, SEQ ID N048. SEQ ID N049 et leurs sequences complementaires, 

45 ix) I'utilisation d'une sonde comprenant une sequence nucleotidique identique ou equivalente k au moins une partie 

de la sequence nucleotidique d'un fragment defini en vii), notamment une sequence nucleotidique presentant, 
pour toute suite de 10 monomeres contigus, au moins 70% d'homologie avec au moins une partie dudit fragment 
pour obtenir une composition pour detecter, separer, ou identifier, dans un echantilton biologique, un matenel viral 
ou une reactivation dudit materiel viral, associe ^ la polyarthrite rhumatoide ; selon une utilisation preferentielle, 

so la sonde comprend une sequence nucleotidique choisie parmi SEQ ID N03, SEQ ID N04. SEQ ID N05, SEQ ID 

N06, SEQ IDN07, SEQ ID N016, SEQ ID N017. SEQ ID N018. SEQ ID N019. SEQ ID N020. SEQ ID N021, SEQ 
ID N022. SEQ ID N023, SEQ ID N024, SEQ ID N025. SEQ ID N026, SEQ ID N031, SEQ ID N032. SEQ ID N033. 
SEQ ID N047, SEQ ID N048, SEQ ID N049 et leurs sequences complementaires. 

X) I'utilisation d'un agent pathogene et/ou infectant, a I'etat purifie ou isole. different du materiel viral defini k I'un 
55 quelconque des points i) k vi), tel qu'issu d'une souche virale choisie parmi les souches denommees respective- 

ment PQL-2. deposee le 22.07,1 992 aupres de I'ECACC sous le numero d'acces V92072202 et MS7PG deposee 
le 08.01. 93 aupres de TECACC sous le num6ro d'acces V93010816. et parmi leurs souches variantes, consistant 
en des agents pathogenes et/ou infectants comprenant au moins un antigene qui est reconnu par au moins un 
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t .rnc Hiria contre au moinc t.gene correspondant de fun ou I'autre des agents pathogenes et/ou infec- 
TTZl 2>u n - ^ ; ales Pot 2 J>G precitees respectivement diff erents de I'un ou I'autre matenel retroviral 

uathoqene »l/ou inlectant, assooi4 a la polyaitMe (ftumaloide, .,„„i.,.„„„i aco ID N010 

L, pour toute suite de 10 -nomeres contigus^au JJ;f^°7',°S et/ou infectant 

SE^D NO^"°S?oTnO^°^ 3EQ ,D N037. SEO ,0 N044. SEO ID N04S. SEO ID 

N046, et leurs sequences compl6mentaires, iH-ntinue ou eauivalente k au moins une 

savoirunpremier agent quiconsisteenunvirushuma,n,poss6dant^^^^^^^ 

^ une famine d'6l6ments r6troviraux endog^nes, ou un vanant dud t ^•^"^•/^ ^"^J^" ^^^^^^^ souche virale 
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I'autre dudit premier agent et dudit second agent, 

xvii) Tutilisation d'une association connprenant deux agents pathogenes et/ou infectants, a I'etat isole ou purifie, a 
savoir, un premier agent consistant en un virus humain possedant une activite transcriptase inverse, et apparente 
a une famille d'elements retroviraux endogenes, ou un variant dudit virus, et un second agent, ou un variant dudit 
second agent, ces deux agents pathogenes et/ou infectants etant tels que ceux produits par une meme lignee 
cellulaire choisie parmi les lignees denommees respectlvement PLI-2 deposee le 22.07.1992 aupres de I'ECACC 
sous te numero d'acces 92072201 et LM7PC deposee le 08.01.93 aupres de I'ECACC sous le numero d'acces 
93010817, et par toutes cultures celiulaires infect^es susceptibles de produire au moins I'un ou t'autre des agents 
pathogenes et/ou infectants, et/ou leurs variants, pour obtenir une composition diagnostique, prophylactique ou 
therapeutique pour d6tecter, prevenir ou trailer une infection par un premier agent pathogene et/ou infectant, et 
un second agent pathogene et/ou infectant, associes k la polyarthrite rhumatoide, ou une reactivation de Tun ou 
I'autre dudit premier agent et dudit second agent, 

xviii) Tutilisation d'une association comprenant deux agents pathogenes et/ou infectants, k I'etat isole ou purifie. 
k savoir un premier agent consistant en un virus, ou un variant dudit virus, dont le genome comprend une sequence 
nucl6otidique choisie parmi SEQ ID N01, SEQ iD N02. SEQ ID N03, SEQ ID N04, SEQ ID N05, SEQ ID N06, 
SEQ ID N07, SEQ ID NOB, SEQ ID N09. SEQ ID N039, SEQ ID N042. SEQ ID N043, leurs sequences comple- 
mentaires, et leurs sequences equivalentes. notamment les sequences nucleotldlques presentant, pour toute suite 
de 100 monomeres contigus, au moins 50% et preferentiellement au moins 70% d'homologie avec une sequence 
nucleotidique choisie parmi SEQ ID N01 , SEQ ID N02, SEQ ID N03, SEQ ID N04, SEQ ID N05. SEQ IDN06, SEQ 
ID N07, SEQ ID NOB, SEQ ID N09. SEQ ID N039, SEQ ID N042, SEQ ID N043, et leurs sequences complemen- 
taires, et un second agent pathogene et/ou infectant, dont le genome comprend une sequence nucleotidique 
choisie parmi SEQ ID N010, SEQ ID N011. et SEQ ID N012, SEQ ID N040, SEQ ID N041, leurs sequences 
complementaires, et leurs sequences Equivalentes, notamment les sequences nucleotidiques presentant, pour 
toute suite de 100 monomeres contigus, au moins 70% et preferentiellement au moins 90% d'homologie avec une 
sequence nucleotidique choisie parmi SEQ ID N010. SEQ ID N011. SEQ ID N012, SEQ ID N040, SEQ ID N041, 
et leurs sequences complementaires, pour obtenir une composition diagnostique. prophylactique ou therapeuti- 
que, pour detecter, prevenir ou traiter une infection par un premier agent pathogene et/ou infectant, et un second 
agent pathogene et/ou infectant, associes a la polyarthrite rhumatoide, ou une reactivation de I'un ou I'autre dudit 
premier agent et dudit second agent. 

xix) ruttiisation d'une association de fragments nuclesotidiques comprenant un premier fragment dont la sequence 
nucleotidique comprend une sequence nucleotidique choisie parmi SEQ ID N01 , SEQ ID N02, SEQ ID N03, SEQ 
ID N04, SEQ ID N05, SEQ ID N06, SEQ ID N07, SEQ ID NOB, SEQ ID N09, SEQ ID N039, SEQ ID N042. SEQ 
ID N043, leurs sequences complementaires, et leurs sequences equivalentes, notammment les sequences nu- 
cleotidiques presentant, pour toute suite de 100 monomeres contigus. au moins 50% et de pr6f6rence au moins 
70% d'homologie avec une sequence nucleotidique choisie parmi SEQ ID N01. SEQ ID N02. SEQ ID N03, SEQ 
ID N04. SEQ ID N05. SEQ ID N06. SEQ ID N07. SEQ ID N08, SEQ ID N09, SEQ ID N039. SEQ ID N042. SEQ 
ID N043, et leurs sequences complementaires, et un second fragment dont la s6quence nucleotidique comprend 
une sequence nucleotidique choisie parmi SEQ ID N010. SEQ ID N011. SEQ ID N012, SEQ ID N040, SEQ ID 
N041, leurs sequences complementaires, et leurs sequences equivalentes, notammment les sequences nucleo- 
tidiques presentant, pour toute suite de 100 monomeres contigus, au moins 70% et de pr6f6rence au moins 90% 
d'homologie avec une sequence nucleotidique choisie parmi SEQ ID N010, SEQ ID N011, SEQ ID N012. SEQ ID 
N040, SEQ ID N041 , et leurs sequences complementaires, chacun desdits fragments 6tant notamment une sonde, 
pour obtenir une composition diagnostique. prophylactique ou therapeutique, pourd6tecter un premier agent pa- 
thogene et/ou infectant, et un second agent pathogene et/ou infectant, associes k la polyarthrite rhumatoide. ou 
une reactivation de I'un ou I'autre dudit premier agent et dudit second agent, 

XX) I'utilisation d'une association comprenant un premier polypeptide code de mani^re partielle ou totale par le 
premier fragment nucleotidique defini en Ix), et un second polypeptide code de manifere partielle ou totale par le 
deuxieme fragment nucleotidique d6fini en ix), pour obtenir une composition diagnostique. prophylactique ou the- 
rapeutique, pour detecter un premier agent pathogene et/ou infectant, et un second agent pathogene et/ou infec- 
tant, associes k la polyarthrite rhumatoide ; selon une utilisation avantageuse, cette association comprend un 
premier ligand, notamment anticorps. speclfique du premier polypeptide, et un second ligand, notamment anti- 
corps, specifique du second polypeptide, lesdits premier et second polypeptides etant deflnis cl-dessus, 

xxi) un procede d'obtention d'un premier agent pathogene et/ou infectant defini k I'un quelconque des points i) k 
vi) et/ou d'un second agent pathogene et/ou infectant defini a I'un quelconque des points x) k xii), associes k la 
polyarthrite rhumatoide, caracterise en ce qu'on cultive In vitro des cellules de ponctions de liquide synovial no- 
tamment choisies parmi les synoviocytes et les fibroblastes desquames de liquide articulaire, de patients atteints 
de polyarthrite rhumatoide, 

xxii) un procede d'obtention d'un premier agent pathogene et/ou infectant defini k I'un quelconque des points i) k 
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vi) et/ou d'un second agent pathogene et/ou infectant defini a run quelconque des points x) a xii), as^°<=;^^^ 
polyarthrite rhumatoide caracteris6 en ce qu'on cultive in vitro des cellules lymphocytaires B immortahsees par 
le virus d'Epstein-Barr, de patients atteints de polyarthrlte rhumatoide. ocr>>in 

xxiii) un fragment nucleotidique, dont la sequence nucleotldique comprend une sequence chois.e parm, SEQ ID 
£ N039 SEQ ID N042, SEQ ID N043, leurs sequences complementaires, et leurs sequences equivalentes^notam- 

ment les sequences nucl6otidlques pr^sentant pour toute suite de 100 monomeres c°"»*9us.^au moins 50 A, e^ 
de preference au moins 70 % d'horriologie, avec une sequence choisie parmi SEQ 1 D N039, SEQ ID N042, SEQ 
ID N043. et leurs sequences complementaires : i ^i^Afi,.; 

xxiv) une arriorce sp^cifique pour ramplification par polymerisation d'un ARN ou d'un ADN d'un matene v.ral def.n, 
Tl un que^onque des points i) ii) ili) iv) v)) vl), comprenant une sequence nucleotidique identique ou equ,valente 
I au moins une partie de la sequence nucleotidique d'un fragment selon xxiii), notamment une sequence nucleo^ 
tidique presentant, pour toute suite de 10 monomeres contigus, au moins 70 J^q^"^^ 
partie dudit fragment : en particulier cette amorce comprend une sequence nucleotidique chois.e parm. SEQ ID 
N047. SEQ ID N048, SEQ ID N049, et leurs sequences complementaires : , . . • , „, ^Afi^i i i-un 
XXV) une sonde susceptible de s'hybrider specitiquement avec un ARN ou -/^^.^'-..-f ^'^'^'^^^^^^^^^^ ^ 
quelconque des points i) ii) ill) iv) v) vi) comprenant une sequence nucleotidique identique ou epu'valente a au 
moins une partie de la sequence nucleotidique d'un fragment selon xxiii), notamment une 

presentant pour toute suite de 10 monomeres contigus, au moins 70 % d'homologie 

dudit fragment ; en particulier cette sonde comprend une sequence nucleotidique choisie parm. SEQ ID N047, 
20 SEQ ID N048, SEQ ID N049, et leurs sequences complementaires ; 

xxvi) un fragment nucleotidique. dont la sequence nucleotidique comprend une sequence choisie P^ "^' SEQ ID 
N^O. SEQ ID N041 , leurs sequences complementaires, et leurs sequences ^^^'-^'^"t^,^;,^ l^J^/J/r, 
ces nucieotidiques presentant pour toute suite de 100 monomeres contigus, au moms 70 %, et de preference au 
moins Jot d-homologle, avec une sequence choisie parmi SEQ ID N040, SEQ ID N041, et leurs sequences 

xSunTamt^e specifique pour .■amplification par polymerisation d'un ARN ou d'un d'un agent pathogene 
et/ou infectant defini a I'un quelconque des points x) xl) xii), comprenant une sequence "-f ^^'^l^^f "^^^^^^^ 
equivalente a au moins une partie de la sequence nucleotidique d'un fragment selon xxvi^ ^^^^^^'^^^^^ 
qJence nucleotidique presentant, pour toute suite de 10 monomeres contigus, au "^^'^^/^^li^^^^^^^^^ 
30 au moins une partie dudit fragment ; en particulier cette amorce comprend une sequence nucleotidique choisie 

narmi SEQ ID N044. SEQ ID N045. SEQ ID N046, et leurs sequences complementaires , .... . 

S un?sonde susceptible de s'hybrider specif iquement avec un ARN ou un ADN d'"" ! 
Jun quelconque des points x) xi) xii) , comprenant une sequence nucleotidique identique ou ^^^-^^^J^^^' 
une partie de la sequence nucleotidique d'un fragment selon xxvi), notamment une "^"^^^^^^^^^^^^ 
sentant, pour toute suite de 10 monomeres contigus. au moins 90% dtiomologie avec au ^^^^^^^^"^^ 
fragment ; en particulier cette sonde comprend une sequence nucleotidique chois.e pamni SEQ ID N044, SEQ ID 
N045. SEQ ID N046. et leurs sequences complementaires. 

Avant de detainer I'lnvention. differents termes utilises dans la description et les revendications sont ^ present 

40 definis : 

- par souche ou isolat. on entend toute fraction biologique infectante et/ou pathogene, contenant P^^^^^^PfJ^^ 
Virus et/ou des bacteries et/ou des parasites, et generant un pouvoir pathogfene et/ou antigenique, hebe^^e Pa^ 
une culture ou un hote vivant ; ^ titre d'exemple; une souche virale selon la definition precedents peut conten.r un 

4S agent co-infectant, par exemple un protiste pathogene, inwtant a.s.!ocie ^ la 

- le terme "MSRV utilise dans la presents description designe tout agent pathogene et/ou '"'f ^ 'Jf ^^'f 
SEP ou a la PR. notamment une espece virale, les souches attenuees de ladite espece vira e, ou les part cules 
dLctives interferentes derivees de cette espece. II est connu que les virus et ^^^'^'^'^^^'^'fZ '^^ 

de I'ARN ont une variabilite, consecutive notamment a des taux relath/ement 6lev6s de mutation spontanee (9), 
so dont 11 sera tenu compte ci-aprfes pour definir la notion d'equivalence, 

. par virus humain, on entend un virus susceptible d'infecterl'etrehumain, . o,,^ Ho la nr^^^ente 

- comptetenudetouteslesvariationsnaturellesouinduites,pouvantetrerencontreesdanslapraUq^^^^^^^^^ 
inveLn,lesobjetsdecettederni6re.definisciKJessusetdanslesrevendications,9nt6teexprimesencw 

les equivalents iu derives des differents materiels biologiques definis ci-apres. notamment des sequences homo- 

ss logues nucieotidiques ou peptidiques, ™„e ,.r. aniinfehe 

. le variant d'un virus ou d'un agent pathogene eVou infectant selon I'lnvention, comprend au moins un antigfene 
eci^nu par au moins un antic^rps dirige contre au moins un antigene ---P-^"^.^f '^^'^^^^^^^^^^^ 
pathogfene et/ou infectant. et/ou un genome dont toute partie est detect6e par au moms une sonde d hybridation. 
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el/ou au moins une amorce d'amplification nucleotidique specifique dudit virus et/ou agent pathogene et/ou infec- 
lant, comme par exemple celles ayant une sequence nucleotidique choisie parnni SEQ ID N01 3 a SEQ ID N038, 
et SEQ ID N044 a SEQ ID N049, et leurs sequences connplementaires, dans des conditions d'hybridation deter- 
minees bien connues de rhomme de Tart. 

selon rinventton, un fragnnent nucleotidique ou un oligonucleotide ou un polynucleotide est un enchainement de 
monomeres, ou un biopolymere, caract6rise par la sequence informationnelle des acides nucleiques naturels, 
susceptibles de s'hybrider a tout autre fragnnent nucleotidique dans des conditions predeternninees, Tenchalnennent 
pouvant contenir des monomeres de structures chimiques differentes et etre obtenu ^ partir d'une molecule d'acide 
nucleique naturelle et/ou par recombinaison genetique et/ou par synthese chimique. 

ainsi un monomere peut etre un nucleotide naturel d'acide nucleique, dont les 6l6ments constitutifs sont un sucre, 
un groupement phosphate et une base azotee; dans TARN le sucre est le ribose, dans I'ADN le sucre est le desoxy- 
2-ribose: selon qu'il s'agit de I'ADN ou I'ARN, la base azotee est choisie parmi I'adenine, la guanine, I'uracile, la 
cytosine, la thymine; ou le nucleotide peut etre modifie dans Tun au moins des trois elements constitutifs ; a titre 
d'exemple, la modification peut intervenir au niveau des bases, generant des bases modifiees telles que I'inosine, 
la methyl-5-desoxycytidine, la desoxyuridine, la dimethylamino-5-desoxyuridine, la diamino-2,6-purine, la bromo- 
5-desoxyuridine et toute autre base modifiee favorisant I'hybridation; au niveau du sucre, la modification peut 
consister dans le remplacement d'au moins un desoxyribose par un polyamide (10), et au niveau du groupement 
phosphate, la modification peut consister dans son remplacement par des esters, notamment choisis parmi les 
esters de diphosphate, d'alkyi et arylphosphonate et de phosphorothioate. 

par "sequence informationnelle'*, on entend toute suite ordonneede monomeres, dont la nature chimique et I'ordre 
dans un sens de reference, constituent ou non une information fonctionnelte de meme quality que celle des acides 
nucleiques naturels, 

par hybridation, on entend le processus au cours duquel, dans des conditions operatoires appropriees, deux frag- 
ments nucleotidiques, ayant des sequences suffisamment complementaires, s'apparient pour former un brin mul- 
tiple, notamment double ou triple, de preference sous forme d'helice. 

une sonde comprend un fragment nucleotidique synthetise par voie chimique ou obtenu par digestion ou coupure 
enzymatique d'un fragment nucleotidique plus long, comprenant au moins six monomeres, avantageusement de 
10 ^ 100 monomeres, de preference 10 a 30 monomeres, et possedant une specificity d'hybridation dans des 
conditions determinees ; de preference, une sonde poss6dant moins de 10 monomeres n'est pas utilisee seule, 
mais I'est en presence d'autres sondes de taille aussi courte ou non ; dans certaines conditions particulieres, il 
peut etre utile d'utiliser des sondes plus longues, par exemple de taille superieure ^ 100 monomeres : une sonde 
peut notamment etre utilisee ^ des fins de diagnostic et il s'agira par exemple de sondes de capture et/ou de 
detection, 

la sonde de capture peut etre immobitisee sur un support solide par tout moyen approprj6, c'est-^-dire directement 
ou indirectement, par exemple par covalence ou adsorption passive, 

la sonde de detection peut etre marquee au moyen d'un marqueur choisi notamment parmi les isotopes radioactifs, 
des enzymes notamment choisis parmi la peroxydase et la phosphatase alcaline et ceux susceptibles d'hydrolyser 
un substrat chromog6ne, fluorigdne ou luminescent, des composes chimiques chromophores, des composes chro- 
mog^nes, fluorigfenes ou luminescents. des analogues de bases nucl6otidiques, et la biotine, 
les sondes utilis6es h des fins de diagnostic de I'invention peuvent etre mises en beuvre dans toutes les techniques 
d'hybridation connues et notamment les techniques dites "DOT-BLOT" (11), "SOUTHERN BLOT" (12). "NOR- 
THERN BLOT" qui est une technique identique k la technique "SOUTHERN BLOT" mais qui uttiise de TARN 
comme cible. la technique SANDWICH (13); avantageusement. on utilise la technique SANDWICH dans la pr6- 
sente invention, comprenant une sonde de capture sp6cifique et/ou une sonde de detection specifique, etant 
entendu que la sonde de capture et la sonde de detection doivent presenter une sequence nucleotidique au moins 
partiellement differente. 

invention couvre 6galement une sonde susceptible de s'hybrider in vivo ou in vitro sur I'ARN et/ou sur I'ADN. pour 
bloquer les phenomenes de replication, notamment traduction el/ou transcription, et/ou pour degrader ledit ADN 
et/ou ARN, 

une amorce est une sonde comprenant au moins six monomeres, et avantageusement de 10 ^ 30 monomeres. 
possedant une sp6cificit6 d'hybridation dans des conditions d6termin6es, pour initiation d'une polymerisation 
enzymatique par exemple dans une technique d'amplification telle que la PCR (Polymerase Chain Reaction), dans 
un proc6d6 d'6longation. tel que le s^quengage. dans une m6thode de transcription inverse ou analogue, 
deux sequences nucleotidiques ou peptidiques sont dites 6quivalentes ou d6riv6es Tune par rapport ^ I'autre, ou 
par rapport a une sequence de reference, si fonctionnellement les biopolym^res correspondants peuvent jouer 
sensiblement le meme role, sans §tre identiques, vis-^-vis de I'application ou utilisation consid6r6e. ou dans la 
technique dans laquelle elles interviennent ; sont notamment equivalentes deux sequences obtenues du fait de 
la variabilite naturelle. notamment mutation spontanee de I'espdce h partir de laquelle elles ont et6 identifi6es, ou 
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induite ainsi que des sequences homologues, rhomologie etant definie ci-apres. 

par o^^ entend touts modification. spontan6e ou induite d'une sequence, notamment par substitution. 

Sou iSemon et/ou deletion de nucleotides et/ou de fragments nucleotidiques, et/ou extension et/ou racourc.s- 
iment det sequence a rune au moins des extrem.tes : une variabllite non naturelle peut resulter tec^-^^^^^^^^ 
deTnie qen6tique utilisees, par exemple du choix des amorces de synthese degenerees ou non, retenues pour 
alSZ TacSe nucleique: cette variabilite peut se traduire par des modifications de toute sequence de depart, 
ZsiSr^e comme reference, et pouvant etre exprimees par un degre d'homologie par rapport a lad.te sequence 

JhomlloqTcaracterise le degre d'identite de deux fragments nucleotidiques ou peptidiques compares; elle se 
mesutplte po^centage c^identite qui est notamment determine par comparaison directe de sequences nu- 
dSi^ues ou peptidiques, par rapport a des sequences nucleotidiques ou peptidiques de reference 
crSrcenageSSeaet' 

n;fn ion ^moCes aux fragments' identifies par SEQ ID N01 . SEQ ^^.^^.^^^ fsEQ ID 

SEQ ID N043 (MSRV-1) d'une part, et ceux homologues aux fragments identifies, par SEQ ID NO10 a SEQ lU 

''' T:io1o7o"^^^^^ «^es par SEO ID N013 . N015, SEC ID .027 

: i ID ?030 SEQ ID N034 a N037. et SEQ ID N044 a N046. d'autre part ; a titre d'exemple, le plus fa.ble 
oourcer^tage d°denm° observe entre les differents consensus generaux en acides nucl^iques obtenus a part.r de 
TagrnS d ARN v,3l de t^SRV-1. issu des lignees LM7PC et PLl-2 selon un protocols detaille plus toin, est de 

Z::::^^X^s:::T^s^er. ou d^nv. dun fragment de r.f.rence. s'il pr.sente une sequence 
nuclIoSue rqu^alente a la sequence de reference ; selon la definition precedents, sont notamment equivalents 
a un fragment nucleotidique de reference : 

a)toutfragmentsusceptibledes'hybriderau moins partiellementaveclecomplementdufragmentder^e.e^^^^^ 
f/tout Sqment dont ralignement avec le fragment de reference conduit ^ mettre en evidence des bases 
cSues ident!ques en nombre plus important qu'avec tout autre fragment provenant d'un autre groupe 

Ttout "Sment resultant ou pouvant resulter de la variabilite naturelle de I'espece. a partir de laquelle il est 

d^touUraqment pouvant resulter des techniques de genie g^netique appliquees au fragment de reference 
e) tout fr?grnt.'comportant au moins hult nucleotides contigus. codant un peptide homologue ou ident.que 

T) toXIm^ Sr^^^^^^^^ Pa^ insertion, d.etion, substitution .au ..ins un o^^^ 

riSe eSnsion. ou raccourcissement k I'une au moins de ses extrem.tes; par ex.-^^ol. . 'agment co res^ 
pondanrau fragment de reference flanque a I'une au m- - .s extremites par une sequence nucleotidique 
ne codant pas pour un polypeptide, 
par polypeptide, on entend notamment tout peptide d'au moins deux ac .os amines, rjotarnment jj^eptide 
proteine e^rait. separe, ou substantiellement isoie ou synthetlse. par ' '■^^^^^'^^'^^^^ ' 
tamment ceux obtenus par synthase chimique. ou par expression dans : '^^^^^J^/^^^^^^^^ 3, 

rrdde ar^i^eS dft anrtogue ^ un autre acide amine, lorsque leur caracteristiques physico^hirniques respec- 
r^e" felles que polarite. hydrophobicite. et/ou basicite et/ou acldite. et/ou neutralite. sont sensiblement les me- 
mes; ainsi, une leucine est analogue ^ une 'soleucine polypeptides compares ont sen- 

tout polypeptide est dit equivalent ou derive d un potyp,^ -''^^"l^J^^ 'mmunologiques, enzymolo- 
.iiblement les mSmes propri6tes. et notamment les memii^ ^s amigemques., iinmuiiv. y ^ • » 

gfques etlou dTreconnais"^^^^^ moieculaire ; est notamment equivalent a un polypeptide de reference 

a) tout po^peptide possedant une sequence dont au moins un acide amine a ete substitue par un acide amine 

b) tut"polypeptide ayant une sequence peptidique equivalente. obtenue P- variation naturelle ou Induite 
dudit poVeptide de reference, et/ou du fragment nucleotidique codant pour ledit polypeptKde. 

c) un mimotope dudit polypeptide de reference. remolaces oar 

d) tout polypeptide dans la sequen ce duquel un ou plus.eurs acides amines de la s6rie L sont remplaces par 

un acide amine de la s6rie D. et v ce /ersa. 
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e) lout polypeptide dont Tune au moins des liaisons CO-NH, et avantageusement toutes les liaisons CO-NH, 
de la chaine peptidique du peptide parent correspondant, (ne comportant pas de liaison NH-CO dans sa 
chaine peptidique), est (sont) rennplacee{s) par une (des) liaison(s) NH-CO, 

f) tout polypeptide dont Tune au moins des liaisons CO-NH, et avantageusennent toutes les liaisons CO-NH, 
5 de la chaine peptidique du peptide parent correspondant, (ne connportant pas de liaison NH-CO dans sa 

chaine peptidique), est (sont) rennplacee(s) par une (des) liaison(s) NH-CO, la chiralite de chaque residu 
aminoacyle, qu'il soit implique ou non dans une ou plusleurs liaisons CO-NH sus-mentionnees, etant soit 
conservee. soit inversee par rapport aux residus aminoacytes correspondants constituant tedit peptide parent, 
ces composes du type peptidique etant encore designes innmunoretroides. 
^0 g) tout polypeptide dans la sequence duquel on a introduit une nmodification des chaines laterales des acides 

amines, telle que par exemple une acetylation des fonctions amines, une carboxylation des fonctions thiol, 
une esterification des fonctions carboxyliques, 

h) tout polypeptide dans la sequence duquel une ou des liaisons peptidiques ont ete modifiees comme par 
exemple les liaisons carba. retro, inverse, retro-inverso, reduites, et methylene-oxy. 
^5 i) tout polypeptide dont au moins un antig6ne est reconnu par un antigene du polypeptide de reference, 

le pourcentage d'identite caracterisant rhomologie de deux fragments peptidiques compares est selon la presente 
invention d'au moins 50% et de preference au moins 70%. 

20 Etant donne qu'un virus possedant une activite enzymatique transcriptase inverse peut etre genetiquement ca- 

racterise aussi bien sous forme d'ARN que d'ADN, il sera fait mention aussi bien de I'ADN que de I'ARN viral pour 
caracteriser les sequences relatives^ un virus possedant une telle activite transcriptase inverse (MSRV-I). 

Etant donne que I'agent pathogene et/ou infectant (MSRV)-2 a ete detecte tant en ADN qu'en ARN dans les cellules 
infectees. il peut egalement etre caracterise sous forme d'ADN ou ARN. 
25 Les expressions d'ordre utilisees dans la presente description et les revendications. telles que "premiere sequence 

nucleotidique" ne sont pas retenues pour exprimer un ordre particulier, mais pour definir plus clairement invention. 

L'invention sera mieux comprise a la lecture de la description detaill6e qui va suivre faite en reference aux figures 
annexees dans lesquetles: 

30 - la figure 1 represente la sequence de type MSRV-2A obtenue a partir des cultures LM7 selon le protocole de Shih 
(8) ; cette sequence est identifi6e sous la reference SEQ ID N010, 

ta figure 2 represente des consensus g6neraux en acides nucteiques des sequences MSRV-IB amplifiees par la 
technique PCR dans la region "pol", k partir d'ADN viral issu des lignees LM7PC et PLI-2, identifies sous les 
references SEQ ID N03, SEQ ID N04, SEQ ID N05, et SEQ ID N06, et le consensus commun avec amorces 
35 d'amplification portant la reference SEQ ID N07, 

la figure 3 represente I'arbre phyiog6netique des sequences de type MSRV-IB obtenues par PCR dans la region 
"pol" definie par Shih (8). 

la figure 4 donne la definition d'une frame de lecture fonctionnelle pour chaque famille de type MSRV-IB/"PCR 
pol", lesdites families A ^ D etant d^finies respectivement par les sequences nucl6otidiques SEQ ID N03, SEQ ID 

40 N04. SEQ ID N05. et SEQ ID N06. decrites ^ la figure 2, 

la figure 5 donne un exemple de consensus des sequences de MSRV-2B, identifie par SEQ ID N011 , 

la figure 6 represente la sequence nucleotidique du clone PSJ17 (SEQ ID N09), 

la figure 7 represente la sequence nucleotidique SEQ ID N08, du clone d6nomm6 M003-P004, 

la figure 8 represente la sequence nucleotidique SEQ ID N02 du clone F11 -1 ; la partie rep§r6e entre deux fl6ches 

45 dans la region de I'amorce correspond k une variability impos6e par le choix de I'amorce ayant servi au clonage 

de F11-1; sur cette meme figure, la traduction en acides amines est representee, 

la figure 9 represente la sequence nucleotidique SEQ ID N01, et une trame fonctionnelle de lecture possible en 
acides amines de SEQ ID N01; sur cette sequence, les sequences consensus des transcriptases inverses retro- 
vlrales sont soulignees, 

50 - la figure 10 represente la sequence nucleotidique SEQ ID N012 du clone denomme MSRV2EL1. 

la figure 11 decomposee en trois planches successives 11/23 ^ 13/23 represente la traduction en acides amines 
de SEQ ID N012. incluant I'amorce SEQ ID N013, selon 6 trames de lecture possibles. 

la figure 12 presente un allgnement de la sequence I\4SRV2-A (SEQ ID N010) sur la sequence MSRV2-EL1 (SEQ 
ID N012); sur cette meme representation, la r6gion d'hybridation de I'amorce Identlfiee sous la reference SEQ ID 
55 N013, (hormis la queue de clonage) est encadree; celle de I'amorce identlfiee sous la reference SEQ ID N014. 

est signaiee entre des crochets. 

la figure 1 3 represente la mesure de Tactivite transcriptase inverse avec les conditions definies dans I'exemple 7. 
dans les fractions d'un gradient de saccharose ou a ete realisee une sedimentation ^ requilibre d'agents Infectants 
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et/ou pathogenes presents dans le surnageant de cultures de cellules de liquides articulaires de P^^^^^^^^^^ 
mow,Hr;,insl Que cela est decrit dans I'exemple 7 : la courbe represente les variations de I'activite transcriptase 
1 r e daT eTd^^^^^ gradient : cette activity est mesuree en DPM (desintegratlons par minute) 

Tur' axe dTs oSo^ : I'axe des abscisses represente les fractions collectees sur ,e gradient par ordre de dens.te 

Llgur4^rs2re,; 'gut 14A, 14Bet 14C, montre, selon la.igure 14A, ,a sequence du clone "MSFW-1po|PR« 
idS L par SEQ ID N039 obtenu sur echantillon de PR dans les conditions definies dans I'exemple 9, selon les 
Sri4B et 14? ?a^^^ de la sequence de ce clone avec les SEQ ID N01 et SEQ ID N06, respec.vement, 

respondant ^ des sequences du retrovirus MSRV-1 obtenues dans des echan illons P^-^^^f^!^. _p,„ 
L cure ?5 divisee en «gures 15A, 15B et 15C, montre selon la figure 15A, la sequence du clone MSWfsPR 

deSe par SEQ ID N040. obtenu sur .chantillon de PR dans les ^^J^^^^^^^^^^^^^ 3 pt ^e- 

fiaures 158 et 15C. I'alignement de la sequence de ce clone avec les SEQ ID N010 et SEQ ID N012, respect ve 
ri^ircorrespondant a des sequences de I'agent infectant MSRV-2 obtenues dans des echant.llons provenant de 

- faligure 1 6 rr^ontre la sequence du clone MSRV2cPR identifiee par SEQ ID N041 , obtenu a partir de cellules d'un 
linijide articulaire de pa dans les conditions definies dans I'exemp^^ ^ 

. a igurel7 mo^le la sequence du clone MSRV2cPR identifiee par SEQ ID N041 , obtenu a partir de -"ujes d un 
faufde articS de PR et lalignement de la partie terminale (654-705) de la sequence de ce clone avec la SEQ 
iS NOirS;rrpondant a une'sequence de .'agent infectant MSRV-2 obtenue dans des echant.llons provenant 

. ' ^ . ^i^r.^ MQRV/PrPR identifiee oar SEQ !D N041 , obtenu a partir de cellules d'un 

articulaire de PR dans les conditions definies dans I'exemple 10, i,..,^oH'..n 

sequence du retrovirus MSRV-1 obtenue a partir d-echantillons provenant de SEP 

pyPMPL E 1- OBTENTION DE CLONES MSRV-2 DENOMMES MSRV-2A, PAR AMPLIFICATION DES REGIONS 
crSERVEEfD~EfD'AD°N-POLVMERASES ARN-DEPENDANTES^SU^ PREPARATION D'AGENT 
INFECTANT PURIFIE A PARTIR DE CULTURE DE CELLULES DE LA LIGNEE LM7 

L'approche moleculaire a consists a utiliser une technique PCR (8) qui pern^et d'amplifier une region relativement 

acides n-'^'^"- f^^^^^^^^^^ en ADN corr,p..r.entaire (ADNc) avec des 

tilotecnnoiogy). ""^^ ^ ^ ^ „L,PPPp. 2H|de'pCR™VECTOR"(25ng/ml eti Mlde'TADNALIGASE 

ligation 1 0 fois concentre 1 0X ^'^f BUFFER ^2 ^. de P conform6ment au Instructions du kit 
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I'appareil •'Automatic Sequencer", modele 373 A Applied Biosystems selon I s instructions du fabrlcant. 

Les sequences obtenues ont ensuite ete analysees a I'aide des logiciels Mac Vector® et Geneworks® sur banque 
de donnees informatiques Genebank®, pour les sequences nucl6iques, et Swiss Prot®, pour les sequences en acides 
amines deduites des trames de lecture mises en evidence dans les sequences nucleiques. L'analyse des sequences 

5 obtenues ^ partir de Techantillon viral provenant des surnageants LM7 decong 16s. et purifie au pic d'activite trans- 
criptase inverse sur gradient de saccharose, a mis en evidence une population majoritaire de clones (environ 42% 
des clones), relativement a la representativitd individuelle des autres sequences (toujours inferieure ^ 5%, voire 10% 
pour un petit nombre), et presentant des homologies partielles avec des retrovirus connus dans la region "pol" attendue. 
Ce clone est denomme MSRV2-A et identifie par SEQ ID N01 0 (Cf . Fig. 1 ). La region amplifiee entre les amorces PGR 

10 est homologue a la sequence correspondante MSRV2-B identifiee par SEQ ID NOl 1 (Cf . Fig. 5), decrite dans Texemple 
2. Les differences observees dans les sequences situees au niveau des amorces PGR s'expliquent par I'utilisation 
d'amorces degenerees en melange, utilisees dans des conditions techniques differentes. L'interrogation de la banque 
de donnees Genebank® actualisee a ce jour n'a pas permis de mettre en evidence une sequence Identique ou pre- 
sentant des homologies significatives. 

^5 Cette sequence est presentee dans la figure 1 . La sequence presentee a la figure 1 possede un cadre de lecture 

ouvert en phase avec les deux amorces PGR retrouvees aux extremites, mais elle est plus courte que I'ensemble des 
sequences retrovirales connues dans la region attendue entre ces amorces. Une deletion de 45 paires de bases (15 
acides amines) y est observee, relativement aux sequences retrovirales correspondantes (8). a la suite de la sequence 
de I'amorce amont alors que les sequences precedant I'amorce aval sont presentes. Gependant la trame de lecture 

20 est ouverte et ininterrompue sur toute la sequence incluant les amorces et la sequence en acides amines deduite 
presente une homologie significative avec la region correspondante des retrovirus connus. Dans la sequence interne 
aux amorces PGR, les acides amines Glu, Arg, Gin, Pro et Asp, normalement assez bien conserves dans cette region 
pol des retrovirus et des virus avec activite transcriptase inverse connus (8) sont retrouves conserves aux bonnes 
positions dans la frame de lecture de la sequence originale. 

25 Enfin, etant donne que cette sequence est suffisamment divergente des sequences retrovirales deja decrites dans 

les banques de donnees, on peut avancer qu'il s'agit d'une sequence appartenant a un nouvel agent infectant et/ou 
pathogene, denomme MSR\/-2A. Get agent s'apparente a priori, d'apres l'analyse des sequences obtenues, a un 
retrovirus, mais, etant donnee la technique utilisee pour obtenir cette sequence, il peut aussi s'agir d'un virus a ADN 
dont le genome code pour une enzyme qui possede accessoirement une activite transcriptase inverse comme c'est 

30 le cas, par exemple, pour le virus de I'hepatite B, HBV (8). De plus, le caractere aleatoire des amorces degenerees 
utilisees pour cette technique d'amplification PGR peut tres bien avoir permis, du fait d'homotogies de sequences 
imprevues ou de sites conserves dans le g^ne d'une enzyme apparentee. I'amplification d'un acide nucleique provenant 
d'un agent pathogene et/ou co-infectant procaryote ou eucaryote (protiste). 

3S EXEMPLE 2: OBTENTION DE GLOMES DENOMMES MSRV-1 B ET MSRV-2B. DEFINISSANT RESPEGTIVEMENT 
UN RETROVIRUS MSRV-1 ET UN AGENT GO-INFEGTANT MSRV2. PAR AMPLIFIGATION PGR "NIGHEE" DES 
REGIONS POL GONSERVEES DES RETROVIRUS. SUR DES PREPARATIONS DE VIRIONS ISSUES DES Ll- 
GNEES LM7PG ET PLI-2 

40 Une technique PGR derivee de la technique publiee par Shih (8) a 6t6 utilisee. Gette technique permet, par trai- 

tement de tous les composants du milieu reactionnel par la DNase, d'6liminer toute trace d'ADN contaminant. Elle 
permet parallelement, par {'utilisation d'amorces differentes mais chevauchantes dans deux series successives de 
cycles d'amplifications PGR, d'augmenter les chances d'amplifier un ADNc synth6tis6 k partir d'une quantite d'ARN 
faible au depart et encore reduite dans I'echantillon par Taction parasite de la DN Ase sur TARN. En effet, la DNase est 

45 utilis6e dans des conditions d'activite en exces qui permettent d'6liminer toute trace d'ADN contaminant avant inacti- 
vation de cette enzyme restant dans I'echantillon par chauffage a SS^G pendant 10 minutes. Gette variante de la 
technique PGR decrite par Shih (8), a ete utilisee sur un ADNc synthetise ^ partir des acides nucleiques de fractions 
de particules infectantes purifiees sur gradient de saccharose selon la technique decrite par H. Perron (14) k partir de 
I'isolat ''POL-2" (EGAGG n°V92072202) produit par la Iign6e PLI-2 (EGAGG n°92072201) d'une part, et k partir de 

so I'isolat MS7PG (EGAGG n°V93010816) produit par ta lignee LM7PG (EGAGG n*93010817) d'autre part. Ges cultures 
ont 6t6 obtenues selon les m6thodes ayant fait I'objet des demandes de brevet publiees sous les n" WO 93/20188 et 
WO 93/20189, 

Apr^s ctonage avec le TA Gloning Kit® des produits amplifies par cette technique et analyse de la sequence k 
I'aide du sdquengeur automatique selon ce qui est d^crit dans I'exemple 1 . les sequences ont 6\6 analysees k I'aide 
ss du logiciet Geneworks®, sur ta derniere version disponible de la banque de donn6es Genebank®. 

Les sequences clon6es et s6quenc6es k partir de ces 6chantillons correspondent notamment k deux types de 
sequences: un premier type de sequence, retrouv^ dans la majority des clones (55% des clones Issus des isolate 
POL-2 des culture PLI-2, et, 67% des clones issus des isolats MS7PG des cultures LM7PG) qui correspond k une 
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. 1" r>.^.woc mai« riiff6rentes du retrovirus endog^ne humain denomme ERV-9 ou HSERV-9, 

a un agent infectant et/ou pathogens denomm6 P'^''^'^^'^!^;'''^^^^^^ constituee de sequences dont la variabilite 
Le premier type de ^^^^^^^^^^^^^^^^^^^^^ sous^m efs^n I entre e„es pour 

permet de definir quatre sous-fam.lles de sequences, sous lam ^,^^^^^^3 ,3, g cela est bien connu 

qu'on puisse les considerer comme des Puasj-especes P --■^^"^^ e.^ogenes co-regules 

pour le retrovirus HIV-1 (17). ou comme le resi^tat '^I'^'^^f^^'l'''^^^^^^^ aux memes signaux 

dessous est denommee MSRV-1B. n^nprauxdes sequences desdifferents clones MSRV-lBsequen- 

Dans la figure 2 sont presentees les consensus generaux des f s^^ences ae 

ces lors de cette experience, ces sequences etant -^P-^^f '^If^^f avec la 

N05, et SEQ ID N06. Ces 3^^"-- presententune^^^^^^^ p.ylog.n.tique de 

sequence HSERV9referenceeX571 47 et M37638 dans la Das^^^^^^ D representent les sequences 

ces sequences est present, dans la figure 3 Dans -J^^^l JpJ^^^^^^^^^^^ dans les 

qui ont ete retrouvees de mani^re P^-P°"!^^^^"*;^f "^^^^^^^ partir de ces families de sequences, 
echantillons d'ARN pur de virions pur,f,es « P^^' f^^^^^^^^ dfc^iferentes quasi especes d'un retrovirus MSRV-1 B 

quatre sequences nucl6iques "consensus ^«P^«f "1^,*"^^^^^^^ MSRV-1 8, ont 6te definies. Ces 

eventuellement exog^ne, ou de differentes sous-^am.lles ^^^'^''^^"^^^^^ trame de lecture 

consensus representatifs sont presentes dans la f.gure ^■^^^^^^'^^^l'^^ , on peut voir que la trame de lecture 

fonctionnelle existe pour chaque -"-'^^''^^ ^^^/f^^^^^^^^^^^^ en deuxieme ligne sous la 

MSRV.2B presentee dans la figure 5 et '^^^^^ f aux amorces PCR decrite 

?"d^aLrcesd.g.n.r.esenm^^^^^^^^^^^ 

Les sequences MSRV-2A (SEQ ID N010) et MSRV-2B (SEQ '0 ^011) so ^^^^ 

tiques, issues du m.me organisme ^-fj^^ ^J^J^ Jjon de s^^re'ce^^^^^^^^^^ . un nouvel agent 
banques de donn6es pour qu'on pu.sse avancer qu il s ^ u"e reg m premieres sequences 

infectant, denomme MSRV-2. Cet agent ^"^^^^^^^^^^ pourrait aussi s'agir 

obtenues, a un retrovirus, mais. etant donnee la ^^^^^^^^^^rj^^^/^^^^^^^^ activite transcriptase inverse 

d-unvirusa ADNdontle genome codepouruneenzymeq^^^^^^^ ^^^^^^^^ ^ ^^^^^^3 

comme c'est le cas. par example, pour le v.rus ^« 'J^^f^J^'^^^p';^,/ avoir permis. du fait d'homologies de 

que provenant d-un agent pathogene et/ou co-infectant prokaryote ou eukaryote (prot,ste). 

ne peut th6ork,uement fonctionner qu'en P^^^^«"^,^^f ^ov^^^,!^^^ ^sequences retrovirales spe- 

courts d-ADN de)^ retro-transcrits dans les ^^^'^''^^Z^ZTss, .^!ty^ise.e selon ces auteurs gr.ce . 
, clfiques dans un materiel contam.ne P^^^^^f ^^^'f^^^^^^^^^^ activite transcriptase inverse virale. Les 

ramphfication enzymatique specfique des ^^^^^ 

auteurs ont pour cela, determine les -"^'^^^^^^^^^^^ effect.e in vitro. Ces conditions 

rsr™::;— 

^ ^'°Zrro=clreaconsi^^^ 
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(aires, et ensuite, congeles a -80**C ou utilises tels que pour ies etapes suivantes. Les surnageants frais ou decongeles 
sont centrifuges sur un coussin de PBS-glycerol 30% ^ 100 OOOg (ou 30 000 trs/min dans un rotor LKB-HITACHI de 
type 45 T) pendant 2 h a 4*C. Apres elimination du surnageant, le culot sedimente est repris dans un petit volume de 
PBS et constitue la fraction de virion concentre, mais non purifie. Get echantillon viral concentre mais non purifie a ete 

5 utilise pour eftectuer une reaction dite de transcription inverse endogene, telle que decrite ci-apres : un volume de 200 
jil de virion purifie selon le protocole decrit cl-dessus et contenant une activite transcriptase inverse d'environ 1-5 
millions de dpm est d6congele a 37**C jusqu'a apparition d'une phase liquide. puis place sur de la glace. Un tampon 
5 fois concentre a ete prepare avec les composants suivants: Tris-HCI pH 8,2. 500 mM; NaCI 75 mM; MgCI2 25 mM: 
DTT 75 mM et NP 40 0.10 %. 100 |il de tampon 5X + 25 |il d'une solution de dATP 100 mM + 25 \i\ d'une solution de 

10 dTTP 100 mM + 25 |il d'une solution de dGTP 100 mM + 25 mI d'une solution de dCTP 100 mM + 100^1 d'eau distillee 
sterile + 200 |il de la suspension de virions (activite T.I . de 5 millions de DPM) dans le PBS ont ete melanges et incubes 
a 42°C pendant 3 heures. Apres cette incubation le melange reactionnel est directement ajoute a un melange tamponne 
phenol/chloroforme/alcool isoamylique (Sigma ref . P 3803): la phase aqueuse est collectee et un volume d'eau distillee 
sterile est ajoute a la phase organique pour re-extraire le materiel nucleique r6siduel. Les phases aqueuses collectees 

IS sont regroupees et les acides nucl^iques contenus sont precipites par addition d'acetate de sodium 3M, pH 5,2 au 
1/10 de volume + 2 volumes d'ethanol + 1 |il de glycogene (Boehringer-Mannheim ref. 901 393) et mise a -20'C de 
I'^chantillon pendant 4 h ou la nuit a +4^*0 . Le precipite obtenu apres centrifugation est ensuite lave avec de I'ethanol 
k 70% et resuspendu dans 60 mt d'eau distillee. Les produits de cette reaction ont ensuite ete purifies, clones et 
sequences selon les protocole decrit ci-apres: des ADN bouts francs avec des adenines non-appariees aux extremites 

20 ont §te generes: une reaction de "remplissage" a d'abord ete effectuee: 25 pil de la solution d'ADN.precedemment 
purifiee ont ete melanges avec 2 |il d'une solution 2,5 mM contenant, en quantite equimolaire, dATP + dGTP + dTTP 
+ dCTP / 1 |il d'ADN polymerase T4 (Boehringer-Mannheim ref. 1 004 786) / 5 jil de 1 0X "incubation buffer for restriction 
enzyme" (Boehringer-Mannheim ref. 1417 975) / 1 |al d'une solution a 1% de s6rum-albumine bovine / 16 |il d'eau 
distillee sterile. Ce melange a ete incube 20 minutes ^ 11**C. 50 jil de tampon TE et 1 |il de glycogene (Boehringer- 

25 Mannheim ref. 901 393) y ont ete ajoutes avant extraction des acides nucleiques avec du phenol/chloroforme/alcool 
isoamylique (Sigma ref. P 3803), et precipitation a t'acetate de sodium comme decrit precedemment. L'ADN precipite 
apr^s centrifugation est resuspendu dans 10 pi de tampon 10 mM Tris pH 7.5. Puis, 5 \i\ de cette suspension ont 6te 
melanges avec 20|il de tampon Taq 5X. 20 pi de 5mM dATP. 1|al (5U) de Taq ADN polymerase (Amplitaq™) et 54 jil . . 
d'eau distillee sterile. Ce melange est incube 2 h a 75°C avec un film d'huile a la surface de la solution. L'ADN en 

30 suspension dans la solution aqueuse prelevee en dessous du film d'huile apres incubation est precipite comme decrit . 
precedemment et resuspendu dans 2 [i\ d'eau distillee sterile. L'ADN obtenu a ete insere dans un plamide k I'aide du 
kit TA Cloning™. Les 2 ^il de solution d'ADN ont ete melanges avec 5 \i\ d'eau distillee st6rile, 1|il d*un tampon de 
ligation 10 fois concentre "1 OX LIGATION BUFFER". 2 ^il de "pCR™ VECTOR" (25 ng/ml) et 1 jil de "TA DNA LIGASE". 
Ce melange a ete incube une nuit k 12°C. Les etapes suivantes ont et6 realis6es conform6ment au instructions du kit 

35 TA Cloning® (British Biotechnology). A la fin de la procedure, les colonies blanches de bacteries recombinantes (white) 
ont 6te reptquees pour etre cultiv6es et permettre I'extraction des plasmides incorpores selon la procedure dite de 
"miniprep" (16). La preparation de plasmide de chaque colonie recombinante a 6t6 coup6e par une enzyme de res- 
triction appropriee et analys^e sur gel d'agarose. Les plasmides possddant un insert detects sous lumidre UV aprds 
marquage du gel au bromure d'dthidium, ont ete s6lectionnes pour le sequen9age de I'insert. apr6s hybridation avec 

40 une amorce compl6mentaire du promoteur Sp6 present sur le plasmide de clonage du TA Cloning Kit®. La reaction 
prealable au s6quengage a ensuite 6te effectuee selon ta methode pr6conis6e pour I'utilisation du kit de s6quen9age 
"Prism ready reaction kit dye deoxyterminator cycle sequencing kit" (Applied Biosystems, ref. 401 384) et le sequengage 
automatique a 6t6 realist avec I'appareil "Automatic Sequencer, module 373 A" Applied Biosystems. selon les instruc- 
tions du fabricant. 

45 L'analyse discriminante sur les banques de donnees informatiques des sequences clon6es k partir des fragments 

d'ADN presents dans le melange reactionnel a permis de mettre en Evidence une sequence de type retroviral. Le clone 
correspondant PSJ17 a ete entierement sequence et la sequence obtenue, pr^sent^e dans la figure 8 et identifi^e apr 
SEQ ID N09, a eX6 analysee k I'aide du logiciel "Geneworks®" sur les banques de donnees actualis^es "Genebank®". 
L'analyse des banques de donndes n'a pas permis de trouver de sequence identique d6j^ d6crite. Seule une homologie 

50 partielle a pu etre retrouvde avec certains elements retroviraux connus. L'homologie relative la plus int6ressante con- 
cerne un retrovirus endogdne denomm6 ERV-9, ou HSERV-9, selon les references (20). 

EXEMPLE 4: AMPLIFICATION PCR DE LA SEQUENCE NUCLEIQUE CONTENUE ENTRE LA REGION 5' DEFINIE 
PAR LE CLONE "POL MSRV-1B" ET LA REGION 3' DEFINIE PAR LE CLONE PSJ17. 

55 

Cinq oligonucleotides, M001, M002-A, M003-BCD. P004et P005. ont ete d6flnls pour amplifier de TARN provenant 
de virions purifies POL-2. Des reactions de controle ont ete effectuees de nnaniere k contrdler la presence de conta- 
minants (reaction surde I'eau). L'ampliflcation consiste en une etape de RT-PCR selon le protocole decrit dans I'Exem- 
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. o cMiwip H'un^ PGR "nichee" selo protocole PGR decrit dans le document EP-A.0569272. Dans le premier 
^ :.e'RTp?R amorce^^^^^^ et P004 oTpOOS sent utl.ls.es. Dans .e deuxi.me cycle PGR. .es amorces M002-A 
ou M003-BCD, et Tamorce P004 sont utilisees. Les amorces sont positionnees comme su.t. 

M002-A 
M003-BCD 



P004 POOS 
MOOl 



ARN 



POL- 2 

< > ^""sjii 

pol MSRV-1 PSJl 

Leur composition est: 
amorce M001; 

GGTCITICCICAIGG (SEQ ID NOaO) 

amorce M002-A. 

TTAGGGATAGCCCTCATCTCT (SEQ ID N021) 

amorce M003-BCD; 

TCAGGGATAGCCCCCATCTAT(SEQ ID N022) 



amorce P004: 



amorce POOS: 



AACCCTTTGCCACTACATCAATTT (SEQ ID N02 3) 



GCGTAAGGACTCCTAGAGCTATT (SEQ ID N024) 

Le produit ■ Mification -riichee" obtenu et denomme M003-P004 est pr6ser.t6 dans la figure 7. et correspond 

a la sequence 5 ■ D NOG. 

CRIPTASE INVERSE 

Une technique PGR d6riv6e de la technique publiee par Frohman (21 ) a ete utilisee. La technique ^^nvee permet_ 
a ra^uriorce^ciflque en 3' du g.nome . amplifier, d^^longuer la f ^"^^ ^^J^^^^^^^^ 
analyser. Cettevariante technique est d.crite dans 

Alto California, USA) fournie avec son produit "5'-AmpliFlNDhR MAOt imi , qui d «i 

rrr;.?pXr~ ^r..,. prcooco CO « PC, B s,n«se cDNA « r»„p„iea,»o POR »n. 
respectivement compl6mentaires aux sequences MSRV-1 suivantes. 

cDNA : TCATCCATGTACCGAAGG (SEQ ID N025) 

amplification : ATGGGGTTCCCAAGTTCCCT (SEQ ID 

N026) 

une ad6nine & I'ext6mrte 3' de chacun des deux brins d ADN, auin ° m6lana6s avec 5 ul d'eau 

^ raide du kit TA Cloning™ (British Biotec-nology). Les 2 ^.1 .^^ 2 ufde "pCR™ VECTOR" 

distill6e sterile. 1 ul d'un tampon de ligatic- 0 fois concentre "lOX LIGATION BUFFER , 2 ^ de pCR 
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(25 ng/ml) et 1 jal de "TA DNA LIGASE". Ce melange a ete incube une nuit a 12°C. Les etapes suivantes ont ete 
realisees conformement aux instructions du kit TA Cloning® (British Biotechnology). A la fin de la procedure, les co- 
lonies blanches de bacteries recombinantes (white) ont ete repiquees pour etre cultivees et pernnettre I'extraction des 
plasmides incorpores selon la procedure dite de "miniprep" (16). La preparation de plasmide de chaque colonie re- 

5 combinante a ete coupee par une enzyme de restriction appropriee et anaiysee sur gel d'agarose. Les plasmides 
possedant un insert detecte sous lumlere UV apres marquage du gel au bromure d'ethidium, ont ete selectionnes pour 
le s^quengage de I'insert. apres hybridation avec une amorce complementaire du promoteur Sp6 present sur le plas- 
mide de clonage du TA Cloning Kit®. La reaction prealable au sequengiage a ensuite ete effectuee selon la methode 
preconisee pour Tutilisation du kit de sequengage "Prism ready reaction kit dye deoxyterminator cycle sequencing kit" 

TO (Applied Biosystems. ref. 401384) et le sequeng;age automatique a ete realise avec I'appareil "automatic sequencer, 
modele 373 A" Applied Biosystems selon les instructions du fabricant. 

Cette technique a d'abord ete appliquee a deux fractions de virion purifie comme decrit ci-apres, sur saccharose 
a partir de I'isolat "POL-2'* produit par la lignee PLI-2 d'une part, et a partir de I'isolat MS7PG produit par la lignee 
LM7PC d'autre part: les surnageants de cultures sont collectes deux fois par semaine, pre-centrifuges ^ 10 000 trs/ 

^5 min pendant 30 minutes pour eliminer les debris cellulaires. et ensuite, congeles a _80°C ou utilises tels quels pour 
les etapes suivantes. Les surnageants frais ou decongeles sont centrifuges sur un coussin de PBS-glycerol 30% k 
100 OOOg (ou 30 000 trs/min dans un rotor LKB-HITACHI de type 45 T) pendant 2 h ^ 4**C. Apres elimination du 
surnageant. le culot sedtmente est repris dans un petit volume de PBS et constitue la fraction de virions concentres, 
mais non purifies. Le virus concentre est ensuite depose sur un gradient de sucrose dans un tampon PBS sterile (15 

20 ^ 50% poids/poids) et ultracentrifuge a 35 000 trs/min (100 OOOg) pendant 12 h a +4°C dans un rotor a godets. 10 
tractions sont recueillies et 20 |al sont preieves dans chaque fraction apres homogeneisation pour y doser I'activite 
transcriptase inverse selon ta technique decrite par H. Perron (7). Les fractions contenant le pic d'activit^ RT "de type 
LM7" sont ensuite diluees dans du tampon PBS sterile et ultracentrifugees une heure k 35 000 trs/min (1 00 OOOg) pour 
sedtmenter les particutes virales. Le culot de virion purifie ainsi obtenu est alors repris dans un petit volume d'un tampon 

2S adequat pour I'extraction d'ARN. La reaction de synthese de cDNA mentionnee plus haut est reallsee sur cet ARN 
extrait de virion extracetlulaire purifie. L'amplification PGR selon la technique citee plus-haut a permis d'obtenir le clone 
F1-11 dont la sequence identifiee par SEQ ID N02, est presentee dans la figure 8. 

Ce. clone permet de definir, avec les differents clones prealablement sequences, une region representative du 
gene "pol" du retrovirus MSRV-1, telle que presentee dans ta figure 9. Cette sequence d6nomm6e SEQ ID N01 est 

30 reconstitute a partir de differents clones se recouvrant a leurs extremites, en corrigeant les artefacts lies aux amorces 
et aux techniques d'amplification ou de clonage, qui interromperaient artifictellement la trame de lecture de Tensemble. 

Dans la figure 9, la trame de lecture potentielle avec sa traduction en acides amines est presentee en dessous 
de la sequence en acides nucleiques. 

3S EXEMPLE 6: CAPTURE. AMPLIFICATION ET CLONAGE D'UNE PORTION DU GENOf^E MSRV-2 A UAIDE D'UNE 
SEQUENCE DEJA IDENTIFIEE. DANS UNE CULTURE INFECTEE PAR MSRV-2 

Les surnageants d'une culture cellutaire exprimant une activity transcriptase inverse "de type LM7" similaire ^ 
celle d6crite par H. Perron (7) ont et6 collect6s regulierement pendant plusieurs semaines et conserves congeles k 

40 -80°C apr^s addition de 10% de glycerol. L'ensemble des surnageants a ensuite el6 decongele afin de concentrer les 
particules infectantes par ultracentrifugation et de les purifier par centrifugation k I'equilibre sur gradient de saccharose; 
I'activitd transcriptase inverse a ensuite ete mesuree dans les differentes fractions collect6es sur le gradient selon la 
m6thodologie d6crite par H. Perron (14). 

Les diff6rentes fractions representant le pic d'activit6 transcriptase inverse ont 6t6 regroupees afin d'en extraire 

4S les acides nucl6iques selon un protocole destine a la purification d'ARN (15). mais les acides nucl6iques extraits n'ont 
pas 6te traites par la DNase. Une amplification PCR derivee de la technique decrite par Shih (8) a 6t6 effectuee 
directement sur cet 6chantillon d'acides nucleiques non traitt par la DNase, selon un precede d'amplification d'ARN 
tel que d6crit dans le document EP-A-0 569 272, dans un volume total de 100 ^1. contenant 200 ng d'ARN. Ijil d'ARN 
Guard. 33 ^moles de chaque melange d'amorces (MOP) dtcrits par Shih (8), et identiques k ceux utilises pour la PCR 

so (ADN) directe ; 0.25 mM de chaque dNTP, 10 |il de tampon 10X. 2,5 u d'enzyme Taq et 0.4 \i\ d'enzyme RT (RT-AMV; 
lOu) sont aussi ajout6s aux 6chantillons. Les cycles d'amplification sont realises comme suit: d^naturation de I'ARN 
65'*C/10 minutes, synthase de I'ADNc 50*C/8 minutes, puis les cycles sont identiques h ceux de la PCR d6crite par 
Shih (8). Des reactions de controle ont 6te effectuees de manifere k controler I'absence de contaminants (reaction sur 
de I'eau). Les produits ont 6t6 analyses sur gel d'acrylamide 10%. 

55 Les 6chantillons amplifies par RT-PCR ont ensuite et6 clones et sequences selon les techniques d6crites dans 

I'exemple 1 . 

La majority des clones s6quenc6s k partir du produit de RT-PCR correspond k la sequence MSRV-2A et k son 
6quivalente MSRV-2B pr6c6demment d6crites dans les exemples 1 et 2. 
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Par ailleurs. apres elimination des sequences artefactuelles, il s'avere que les autres clones sequences corres- 
Dondcnt a des sequences de type MSRV-1 telles que d6crites dans les exemples 1 et 2 

Apres la verlLtion des sequences presentes dans ce materiel nucleique provenant de ces fract.ons punf.ees 
contenant des particules infectantes dont au moins une partie est associee ^ une act.vite transcnptase inverse, le 
nucieique restant a ete utilise pour effectuer une capture specifique des acides nucleiques portant la sequence 
MSRV2 prealablement identifiee et decrite dans les exemples 1 et 2. 

Dans une etape prealable, le materiel genetique portant la sequence MSRV2 a et6 ampl.f,e par une technique 
PGR monodirectionnelle de 50 cycles a I'aide d'une seule amorce. Cette amorce est couplee a une molecule de bio ne 
^ son extr^mite 3'. permet ramplification monodirectionnelle de 3" vers 5' et correspond a la sequence su.vante .dent.f.ee 
SOUSSEQ1DN038: 

5 ' TAAAGATCTAGAATTCGGCTATAGGCGGCATCCGGCAACT 3 ' 

Ensuite la capture a ete effectuee en solution avec des billes magnetiques coupl6es a I'avidine (Dynabeads®) 
selon ?es ns\ltions du fabricant (Dynal) et, apres une serle de lavages a temperature ambiante perrnettant d'elim.ner 
fe aciS^nucSq^ r.on couple a une biotine, une PGR a ete effectuee directement sur ces b.lles lavees avec une 
amorcfspX^^^ 3' et une amorce en S" apport.e par une solution d'ollgonucl.otide de 10 bases (10 mer) avec 

JlTcTcJl'Xtior. sp.c,fique orient.e de S' vers S' correspond . la sequence identiti.e par SEQ ID m^ 3: 

5 • GCATCCGGC7VACTGCACG 3 ' 

La PGR effectuee ^ 35'G sur 40 cycles avec ces amorces a permis d-amplifier le materiel genetique «Pt^'«q^«"^^^^^ 
biotinile par la premiere etape de PGR et capture sur les billes Dynabeads®. Apres clonage avec le krt TA cloning 
r ADN a^^^^ cette seconde etape de PGR et sequen9age des clones recombinants, selon les techniques 

^Jr^es dans'lExemple 1 , une sequence de 748 paires de bases a .te obtenue. Cette ^^^T^'^s^"^^^^^ 
SEQ ID "N0T2 est presentee dans la figure 10. Gette sequence elonguee sera denommee ensuite ty/lSRV-2EL1 

La s^q ence inverse complementaire de Pamorce SEQ ID N013 est presente a ^'^^'^''^''l^^^^^^^ 
la figure 1 0 En amont de cette amorce, on retrouve la sequence deja identifiee dans les clones MSI^-2A et MSRV-2B^ 

LTtraduction en acide amines de cette sequence selon les 6 frames de lectures possibles est presentee dans la 

Un alignement de la sequence MSRV2-A (SEQ ID NOlO) sur la sequence MSRV-2EL1 (SEQ ID N012) est preserve 
dans la figure 12. On note que la sequence MSRV-2A est nQoureusement identique a la sequer^^^^^^ 
quelques differences dans la region correspondant aux amorces d^generees "^H-sees pour obten^r MSfW-2A. C t 
region est soulign6e dans cette figure ; par ailleurs. la region d'hybridation de I'amorce SEQ ID N01 3, h° ^"^^^^ 
de clonage) est encadree. celle de I'amorce SEQ ID N01 4 est presentee entre crochets. La sequence reelle senorne 
MSRV-2 d^^^^^^ cette region est vraisemblablement celle de N/1SRV-2EL1 . ou elle n'a pas ete imposee par des amorces 
hybrid6es a basse stringence comme c'est le cas pour MSRV-2A (et MSRV-2B de "^^^^^ 

La s6auence MSRV-2EL1 correspond done k une nouvelle region sequencee du genome MSRV-2. Ceci a ete 
verlflf Se de nouvelles amorces PGR d^finies dans MSRV-2EL1 et MSRV-2A qui ont permis une amplification 
specifique sur les acides nucl6iques utilises pour le clonage decnt dans cet exemple. 

Le resuttat d'interrogation de la banque de doonee Genebank®. actualisee en aout 1 9^4. avec la sequence I^SF^^- 
2EL1 ne montre aucune homologie significative avec des sequences g6n6tiques connues a ce |Our. Cependant. I m- 
ferroga^e" raduct^^^ possLs o. .CK.es amines selon les 6 frames de lecture Potentie.les d^^^^^^^^^ sequence 
t^SRV-2EL1 montre des homologies p.^: iielles avec des sequences bacteriennes, virales ou cellulaires. 
, L^bsence d'amplification PGR avec des amorces sp.c«iques sur de TADN humain normal monue qu I ne s agrt 
pas d-une sequence d'origine celiulaire. t^SRV.2 est done un agent infectant exog^ne ^ k /^T^nronfr. ml^ 

SLnTrL des melanges d'amorces. utilisees selon des vahantes de la technique d^crite par Shih (8). P^' o" PfJ-^^ 
tZS^Ln des premiers elements de sequence d.nomm^s MSRV-2A et "^^^^-^f^P-^ 

imprevue d'un genome n'appartenant pas k un retrovirus, ni mSme k un g6ne codant pour une ADN-polymerase ARN 
d^pendante. 

PYPMPi P 7 • rULTURE DE CELLULES DE LIQUIDES ARTICULAIRES DE PATIENTS ATTEINTS DE POLYARTH- 

RfTERHUMATS^^^^ 

LA CULTURE LM7. 

Du liquide articuiaire (LA) a m preiev6 st6rilement dans une articulation du genou pr6sentant une att^nte inflam- 
matoire chez une patiente atteinte de polyarthrite rhumatoide. Ce liquide a et6 centnfug6 k +4 G, k 1800 trs/min 
pe d^n; ?5 r^inutes' une fols le sumageant pr.lev^ et aliquot, k -BO-a 'e -^1 ^^^^^^^^^'Z'^^^ 
de culture RPI^I dont la composition est la sulvante: milieu RPMI 1640 add.t.onn6 de p6nK:ill.ne (200 000 U/L). de 



16 



EP0 731 168 A1 



streptomycine (200 mg/L). de L-glutamine (6 nriM/l), de pyruvate (1%). d'acides amines non-essentiels (1%), eventuel- 
lement d'un anticorps polyclonal anti-interferon beta humain (10 U/ml), et de 20% de serum de veau foetal decomple- 
mente par incubation k 56°C pendant 30 minutes. Ces cellules en suspension ont ete transferees dans un petit flacon 
de culture (25 cm^) et le volume complete ^ 5 ml avec I milieu sus-decrit dans lequel les cellules ont ete maintenues 
5 en culture in vitro dans une etuve a 5% de COg a SJ^'C. 

Apres 4 jours, le milieu de culture a ete remplace par du milieu frais de meme composition et le milieu preleve, 
centrifuge ^ 1800 trs/min pendant 10 minutes. Le surnageant est aliquote et stocke k -&0°C ; le culot constitue de 
cellules qui n'avaient pas adhere au flacon de culture est repris dans du milieu de culture et transfere dans un autre 
flacon. Ces cellules seront maintenues en culture comme des cellules en suspension. 
10 Les milieux de culture sont toujours changes au moins deux fois par semaine. 

Apr6s trois semaines de culture, le flacon dans lequel a ete effectue le premier passage de cellules du liquide 
articulaire pathologique, contient des cellules adherentes de type macrophagique et d'autres. de type fibroblastique, 
qui presentent uhe proliferation par -plages" de mitoses. Ces plages de proliferation ont progressivement recouvert la 
surface inferieure du flacon de culture et, au stade de confluence, ces cellules fibroblastiques ont ete decoll6es par 
'5 grattage et reparties dans deux flacons de 25 cm^ avec 5 ml de milieu de culture. Ces cellules adherents - o ainsi 
passees et dedoubtees tant que le potentiel de proliferation le permettait En effet. aprds le sixieme passa -ji. soit 
environ deux mois de culture, les cellules fibroblastiques ont cesse de proliferer et les flacons ont ete conserves jusqu'a 
d6generescence des cellules. 

Dans les flacons qui ont servi ^ passer les cellules en suspension, principalement des cellules de type lymphoVde, 
20 des cellules adherentes de type macrophagique ou de type fibroblastique ont parfois adhere tardivement. Les cellules 
lymphoides en suspension ont degenere sans donner lieu k une proliferation et n'ont pas ete maintenues en culture 
apr6s trois semaines. 

L'ensemble des surnageants de culture de tous ces flacons a ete stocke aliquote a -80°C. 

La recherche d'un eventuel agent retroviral produit par les cellules de ce liquide articulaire pathologique d'une 

25 patiente atteinte de PR a d'abord consiste a rechercher une activite transcriptase inverse selon differentes conditions 
physico-chimiques permettant une detection non selective d'une telle enzyme codee par un retrovirus non connu a 
I'avance, ainsi que cela fut fait par H. Perron et colL, pour la recherche d'une activite transcriptase inverse dans des 
surnageants de culture de cellules du syst6me nerveux de sclerose en plaques (7). Les conditions de detection d'un 
signal sp^cifique d'une activite transcriptase inverse dans les surnageants de culture de cellules du LA de ce cas de 

30 polyarthrite rhumatoide (PR) se sont alors revelees tres proches de celles qui constituent Toptimum pour ta detection 
du retrovirus produit par la culture LM7 provenant d'un cas de sclerose en plaques (SEP). On a done cherche a verifier 
si cette activity pouvait etre detectee dans les memes conditions que pour le retrovirus MSRV1/LM7 isole dans la SEP, 
apres realisation d'une sedimentation a I'equilibre sur gradient de saccharose, d'un concentrat de particules provenant 
des surnageants de cultures du LA de PR. 

35 Une serie de surnageants de culture des cellules adherentes du LA de ce cas de PR a et6 d6congeiee afin de 

disposer d'un volume total d'au moins 100 mi. Ces surnageants ont ete melanges, pre-centrifuges afin d'eiiminer les 
debris cellulaires. ultracentrifuges afin de sedimenter d'eventuelles particules retrovirales et le culot ainsi sedimente 
a ete depose sur un gradient de saccharose qui a ete centrifuge a 1 00 000 g afin d'obtenir une separation des elements 
presents dans le culot d'ultracentrifugation et de doser. apres recueil de fractions d'un volume egal et de densite de 

40 saccharose croissante, I'activite transcriptase inverse dans chacune de ces fractions. L'ensemble de ces operations 
a ete effectue dans les conditions decrites par H. Perron (14). 

Le resultat du dosage d'une activite transcriptase inverse avec les conditions optimisees pour la souche LM7. 
dans les fraction du gradient "PR" est presente dans la figure 13. On peut voir qu'une activite transcriptase inverse 
significative (supeheure au cut-off de 2000 DPM) est retrouvee dans les fractions 2^5, ainsi que dans la fraction 9. 

45 L'activite retrouvee dans les fractions les moins denses est mal focalisee ce qui est probablement du k un exces de 
materiel depose sur le gradient (tube de 5 ml). Le pic secondaire dans la fraction plus dense (n°9) est vraisemblement 
constitue de virions plus denses ayant perdu leur enveloppe (capsides) ainsi que cela a dej^ ete observe dans les 
gradients realises avec des virions produits par la lignee LM7 (14). 

A ce stade des travaux effectues sur les cultures de cellules de LA provenant de PR, il semble que celles-ci 

so produisent des particules possedant une transcriptase inverse du meme type que celle qui est detectee dans les virions 
produits par les cellules LM7 de leptomeninges de SEP. 

EXEMPLE 8: CULTURE DE CELLULES LYMPHOBLASTOIDES B DE PATIENTS ATTEINTS DE POLYARTHRITE 
RHUMATOIDE (PR). 

55. 

Selon un protocole bien connu de I'homme de metier, des lignees lymphoblastoides, immortalisees par adjonction 
in vitro de la souche B95 du virus d'Epstein-Barr (EBV) ou par la souche autologue hebergee par les lymphocytes B 
du patient, ont ete etablies k partir des lymphocytes B du sang peripherique de patients atteints de PR. 
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Lerce uTes lymphofdes. apres separation sur FicolL sont mises en presence de cyc.ospor.ne A Pendann O ^ 20 
jours afinde permettre I'inhibitlon et relimination des lymphocytes T de la culture^ En effet, ceux-c, ont la capac.te de 
bloauer i'lmmortalisatlon de lymphocytes B presents dans la culture par le virus EBV .,_tt__dre la survenue 

- ■ ^ '-as la culture est maintenue telle que apres traitement a la cyclospor.ne A, af ,n d attendre sun/enue 
^ immortalisation de lymphocyte B par la souche EBV hebergee par le pat.ent lu.-meme (s i est se o- 
posu. • ■ iusrou bien Tml de'sumageant de la lignee B95 productrlce de virions EBV aP-s ;nductK,n par ,es 

lesquels la survenue de clones de lymphocytes B immortalises, prol.ferant sous forme de grappes de cellules flottant 
dans le milieu de culture, est surveillee au microscope optique. regulierement 
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type de sequence, retrouve dans la minorite dee clones correspond a des sequences significativennent honnoiogues 
a la region "por equivalente du retrovirus MSRV-1 prealablement isole et caracterise chez des patients atteints de 
SEP (demandes de brevet frangais 92 04322, 92 13447, 92 13443. 92 01529. 94 01530, 94 01531, 94 01532). et un 
second type de sequence, retrouve dans la majorite des clones, qui correspond k des sequences tr6s fortennent ho- 
s nnologues ^ la sequence attribute a un agent infectant et/ou pathogene denomnne MSRV-2 prealablennent isole et 
caracterise chez des patients atteints de SEP (demandes de brevet fran9ais 92 04322, 92 1 3447, 92 1 3443, 92 01 529, 
94 01530. 94 01531. 94 01532). 

La comparaison entre une sequence de type MSRV-1 amplifi^e et donee a partir de materiel viral produit par une 
culture de cellules de LA de PR (clone "MSRVI polPR". SEQ ID N039) et les sequences de reference MSRV-1 clon6es 
10 k partir de virion produit par des cellules provenant de patients atteints de SEP est presentee dans ta figure 14. 

La comparaison entre une sequence de type MSRV-2 amplifiee et donee a partir de materiel intectieux produit 
par une culture de cellules de LA de PR (clone "MSRV2sPR" SEQ ID N040)et les sequences de reference MSRV-2 
donees a partir de materiel infectieux produit par des cellules provenant de patients atteints de SEP est presentee 
dans la figure 15. 

'5 Les deux types de sequences retrouvees avec les amorces degenerees "transcriptases inverses" de Shih et coll. 

(8) correspondent done exactement a ce qui a ete trouve dans des conditions similaires, dans les cultures de cellules 
leptomeningees, de plexus choroides ou de lignees lymphoblastoides B provenant de differents patients atteints de 
SEP (demandes de brevet fran^ais 92 04322, 92 1 3447, 92 1 3443, 92 01 529, 94 01 530, 94 01 531 , 94 01 532). 

20 EXEMPLE 10 : VERIFICATION. A L'AIDE D'AMORCES PGR SPECIFIQUES ET D'UNE HYBRIDATION SPECIFIQUE 
SELON LA TECHNIQUE ELOSA, DE LA PRESENCE DES SEQUENCES MSRV-1 ET MSRV2 DANS LES SURNA- 
GEANTS DE CULTURE DE CELLULES ET DIRECTEMENT DANS LES FLUIDES BIOLOGIQUES DE PATIENTS 
ATTEINTS DE PR 

25 Plusieurs techniques PCR ont ete utilisees pour detecter les genomes MSRV-1 et MSRV-2 dans des surnageants 

de culture de cellules, des plasmas et des liquides articulaires de patients atteints de PR et de patients atteints d'autres 
maladies rhumatismales (non-PR). 

L'extraction des ARN de plasma et de surnageanl de cultures a ete effectuee selon la technique decrite par P. 
Chomzynski (15). apres addition d'un volume du tampon contenant du guanidinium thiocyanate a 1 ml de plasma ou 
30 de surnageant de culture garde congete ^ -80**C apres recueil. 

L'extraction des ARN de liquide articulaire (LA) et de cellules mononuclees sanguines (lymphocytes et monocytes) 
a ete effectuee selon le protocole suivant; 

toutes les solutions sont realisees dans de I'eau distill6e traitee par le DEPC pour eliminer toute trace d'ARNase; 
35 500 fil ^ 1 ml de LA sont d6congeles et 1 /1 OOeme de volume d'une solution a 20% de SDS y est ajoute ainsi qu'une 

solution de proteinase K ^ raison de 7 |il par ml de LA; le liquide est brievement vortexe et incub6 ^ 37°C aprds 
addition de RNAsin (Boehringer) ou de RNA guard (Pharmacia); apr^s 1 h d'incubation. 1 volume de tampon GUT 
selon Chomzynski (15) est ajoute et le melange imm6diatement vortexe. Par la suite. I* ARN present dans le me- 
lange est extrait selon \e protocole pr6cit6 d6crit par Chomzynski (15). 

40 

Pour la detection de MSRV2. la sequence MSRV-2EL1 (SEQ ID N012) a permis de d6finir plusieurs couples 
d'amorces o!tgonucl6otidiques utilisables pour ^amplification d'ADN ou d'ARN sp^cifiques par la technique PCR. 

Les premiers couples d'amorces MSRV2 definis ci-apr6s ont permis de realiser une detection specifique du ge- 
nome MSRV-2 dans diff6rentes cellules humaines. par une 6tape de PCR, ou de RT-PCR selon un un procede d'am- 
45 plification d'ARN tel que decrit dans le document EP-A-0 569 272. 

Les amorces utilisees sont les suivantes: 

amorce 5\ identifiee par SEQ ID N014 
5 * GTAGTTCGAT6TAGAAA6CG 3* 

50 

amorce 3*, identifies par SEQ ID N015 
5 • GCATCCGGCAACTGCACG 3* 

ss La PCR est effectuee selon une succession de 35 cycles encharnant, aprfes I'^tape de synthase de I'ADNc, 1 min. 

h 94'*C. 1 min. k 54X et 1 min. k 72**C. 

Pour cet exemple. I'ARN total extrait de differents types de cellules (15). sans traitement par la DNase. a et6 utilise 
dans cette reaction RT-PCR, ce qui permet une detection d'ARN et d'ADN sp6cifiques du pathogene dans I'extrait 
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d'acides nucleiques enrichi en ARN. En effet, notre experience montre que de I'ADN specifique de MSRV2 peut etre 
facilement detecle dans les acides nucleiques extraits selon le protocole sus^lte normalement destine a I'extraction 
d'ARN 

La sequence d'un clone "MSRV2cPR" amplifie selon cette technique avec les amorces PGR SEQ ID N01 4 et SEQ 
I D N01 5 a partir de cellules cultivees d'un llqulde articulaire d'un patient atteint de PR est presentee dans la figure 1 6. 
Dans les figures 1 7 et 1 8, sont representes les alignements de la sequence du clone •MSRV2cPR" avec les sequences 
nucleotidiques MSRV2 SEQ ID N010 et SEQ ID N012, respectivement, des clones obtenus chez des patients atteints 
de SEP On peut constater que les sequences provenant d'echantillons de PR ou de SEP sont significatlvennent ho- 

nnologues. ... . -,• ^ „a 

Les nouveaux couples d'amorces MSRV2 definis ci-apres ont permis de realiser une detection specifique du ge- 
nome MSRV-2 dans differents fluides blologiques de patients, par deux stapes successives de PGR (dite ''nichee"), 
ou de RT-PCR selon un un precede d'amplification d'ARN tel que decrit dans le document EP-A-0 569 272. les se- 
quences MSRV-2 pouvant etre detectees sous forme d'ARN ou d'ADN dans les echantillons biologiques. 

Cette PGR "nichee" est eff ectuee sur des echantillons d'acides nucleiques extraits selon ce qui a ete decrit et n'ont 

pas ete traites par la DNase. 

Les amorces utilisees pour la premiere etape de 40 cycles avec une temperature d'hybndat.on de 48 C sont les 

suivantes: 

amorce 5', identifiee par SEQ ID N044 
5 • GCCGATATCACCCGCCATGG 3' 

amorce 3', identifiee par SEQ ID N015 
5 • GCATCCGGCAACTGCACG 3* 

Apres cette etape, 1 0 ^il du produit d'amplification sont preleves et utilises pour realiser une deuxieme amplification 
PGR dite "nichee" avec des amorces situees k I'interieur de la region deja amplifiee. Gette deuxifeme etape se deroule 
sur 35 k 40 cycles, avec une temperature d'hybridation des amorces ("annealing") de 50°G. Le volume reactionnel est 
de 100 

Les amorces utilis6es pour la deuxieme etape sont les suivantes; 

amorce 5*, identifiee par SEQ ID N045 
5* C6C6ATGCTG6TT66A6AGC 3* 

amorce 3', identifiee par SEQ ID N046 
5« TCTCCACTCCGAATATTCCG 3* 



Les resultats obtenus dans une serie de PGR MSRV-2 effectuee selon la technique "PGR nested" sus-d6crlte sont 
pr6sentes dans le tableau II annexe & la pr6sente description. 

Pour MSRV-1 , 1'ampllfication a 6t6 effectuee en deux Stapes (PGR "nich6e"). precedee d une etape de synthase 
de I'ADNc De plus. I'echantillon d'acides nucleiques est pr6alablement traite par la DNase et un controle PGR sans 
- RT (transcriptase inverse AMV) est effectue sur les deux etapes d'amplification de manidre k verifier que I amplification 
RT-PCR provient exclusivement de TARN MSRV-1. En cas de controle sans RT positif, l'6chantillon aliquote d ARN 
de depart est &nouveautrait6 par la DNase et amplifie a nouveau, 

Le protocole de traitement par la DNase depoutvue d'activit6 RNase est le suivant; I'ARN extrait est aliquo 6 en 
presence de 'RNAse inhibitor" (Boehringer-Mannheim) dans de I'eau traitee au DEPC a une concentration finale de 
1 HQ dans 10 Ml; ^ ces 10 nl, est ajoute 1 nl de "RNAse-free DNASe" (Boehringer-Mannheim) et 1.2 ^I de tampon k 
pH 5 contenant 0,1 M/1 d'acetate de sodium et 5 mM/l de MgS04, le melange est incube 15 mm. a 20 C et porte k 
95°G pendant 1,5 min. dans un "therrrocycler". ^..cim 

La premi6re etape de RT-PCR MSRV-1 peut etre effectu6e seton une variante du procede d amplification d ARN 
tel que d6crit dans le document EP-A-0 569 272. Notamment, l'6tape de synthese d'ADNc est eff ectu6e k 42 C pendan 
une heure, mais la synthase de I'ADNc est mieux r6alisee en suivant le protocole suivant: TARN traite k la DNase et 
maintenu dans la glace est chauff6 k 65«C pendant 10 min., puis aussitSt plong6 dans la glace; il ensuite aput6 ^ 
un melange maintenu k 42'C dans le thermocycler destine k la PGR et contenant, ^ans ^"j^P^" f " "^.f !^ 

1 .5 mM. chaque dNTP k 250 ^M. chaque amorce (5' et 3' de la premiere 6tape de PGR) ^ :M0-400 nM 1 0 Unj^s de 
RT-AMV et 2.5 unit6s de Taq, dans un volume final de 100 ^1; ce m6lange est maintenu & 42 G pendant 1 A 2 h, puis 
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porte a 95**C pendant 5 min. afin de denaturer la RT-AMV. Les cycles d' amplification PGR debutent a la suite et se 
deroulent sur 40 cycles, avec una phase d'hybridation des amorces ("annealing**) ^ 53**C pendant 1 min., une phase 
d'elongation a 72°C pendant 2 a 3 min. et une phase de denaturation de I'ADN ^ 95°C pendant 1 min. 
Les amorces utilis§es pour cette premiere etape sont les suivantes: 

amorce 5 • 

5 • AGGAGTAAGGAAACCCAACGGAC 3* SEQID N*^16 
amorce 3 • 

5 • T AAGAGTTGC AC AAGTGCG 3' SEQID N**17 

Apres cette etape, 10 |al du produit d'amplification sont preleves et utilises pour realiser une deuxieme amplification 
PGR dite "nichee" avec des amorces situees a I'interieur de la region dej^ amplifiee. Les cycles d'amplification PGR 
se deroulent sur 35 a 40 cycles, avec une phase d'hybridation des amorces ("annealing") h 53**G pendant 1 min., une 
phase d'elongation a 72**G pendant 1 ^ 2 min., et une phase de denaturation de I'ADN a pendant 1 min. La 
composition du melange reactionnel est le meme que pour I'etape precedente, k I'exeption de la FTT-AMV qui n*y est 
pas ajoutee cette fois. 

Les amorces utilisees pour cette deuxieme etape sont les suivantes: 

amorce 5', identifiee par SEQ ID N018 
5 • TCAGGGATAGCCCCCATCTAT 3* 

amorce 3', identifiee par SEQ ID N019 
5 • AACCCTTTGCCACTACATCAATTT 3 ' 

La sequence d'un clone "MSRVInPR" amplifie selon la technique sus-d6crite avec les amorces PGR SEQ ID 
N016 et SEQ ID N'*17. puis SEQ ID N018 et SEQ ID N019 a partir d'ARN d'un liquide articulaire d'un patient atteint 
de PR est presentee dans la figure 19. Dans la figure 20. est repr6sente I'alignement de la sequence du clone 
"MSRVInPR" avec la sequence nucl6otidique MSRV1 SEQ ID NOl du clone de reference obtenu chez des patients 
atteints de SEP On peut. ici aussi. constater que les sequences provenant de PR ou de SEP sont significativement 
homologues. 

A ce jour, les autres sequences MSRV1 et MSRV2 amplifi6es selon ces techniques PGR a partir d'echanttllons 
de PR se sont aussi rev6l6es identiques ou homologues aux sequences obtenues chez les patients atteints de SEP. 

Dans une serie de PGR MSRV-1 effectu6e selon la technique "RT-PGR" nested sus-decrite. on a obtenu les re- 
sultats pr6sent6s dans le tableau I annex§ a la pr6sente dscription. 

Le gdnome retroviral MSRV-1 et le genome MSRV-2 sont done bien retrouv6s dans les prelevements de fluides 
biologiques de patients atteints de PR. D'autres resultats obtenus sur des series plus 6tendues confirment ces resultats. 

Par ailleurs, la specificity des sequences amplifiees par ces techniques PGR peut etre v6rifiee et evalu6e par la 
technique "ELOSA" telle que d6crite par R Mallet (22) et dans le document FR-2 663 040. 

Pour MSRV-1 les produits de la PGR nich6e sus-d6crite peuvent etre testes dans deux systfemes ELOSA permet- 
tant de d^tecter separement un consensus A et un consensus B + G + D de MSRV-1 , correspondent aux sous-families 
ddcrites dans I'exemple 2 et les figures 2, 3 et 4. En effet. les sequences proches du consensus B + G + D sont 
retrouv6es essentiellement dans les echantillons d'ARN provenant de virions MSRV-1 purifies k partir de cultures ou 
amplifies dans des liquides biologiques extra-celluaires de patients PR ou SEP. alors que les sequences proches du 
consensus A sont essentiellement retrouv6es dans I'ADN cellulaire humain normal. 

Le syst^me ELOSA/MSRV-1 pour la capture et I'hybridation specifique des produits PGR de la sous-famille A 
utilise un oligonucleotide de capture cpVl A avec une liaison amine en 5* selon une technique d^crite dans le document 
FR-A-2 663 040. et un oligonucleotide de detection dp VIA couple a la peroxydase selon une technique decrite dans 
le document FR-A-2 663 040 (ou 6ventuellement couple k la biotine) ayant respectivement pour sequence: 

cpVlA 5» GATCTAGGCCACTTCTCAGGTCCAGS 3' SEQ ID N047 
dpVlA 5» CATCTITTTGGICAGGCAITAGC 3* SEQ ID N048 

Le systeme ELOSA/MSRV-1 pour la capture et I'hybridation specifique des produits PGR de la sous-famille B+G+D 
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utilise le meme oligonucleotide de detection dpVIA couple k la peroxydase selon la technique precedemment decrite 
(ouTvLnt^ellemem couple a la biotine) et un oHgonucleotide de capture cpVlB avec une lia.son am.ne en 5 selon la 
technique precedemment decrite ayant pour sequence: 



CTTGAGCCAGTTCTCATACCTGGA 



c I r^fnfnr''Kr2r»r»AriT'rL:'±'u;A'x«wwx«\»x» SEQ ID NO 4 9 

Ainsi qu'on peut le voir dans le tableau I, une telle technique a ete appliquee aux prodults PGR amplifies a partir 
des fluides biologiques de patients atteints de diverses maladies rhumatologiques ; tous les patients attemts de PR 
auf p ese^^^^^^^ bande d'ADN amplifi^ de la taille attendue detectable sur gel d'agarose marque au BET, eta ent 

poL5 s pot MSrJi type B . C . D et negatif pour MSRV1 -A: un seul temoin non-PR pr6sentart une bande amp , fee 
vS 1 sur geTm^^^ BET. d'une taille apparemment correcte : le produit PGR correspondant s^est avere negatif 
Tn ELOSA MSR^I A et MSRV1 -BCD. ainsi que I'ensemble des produits PGR des autre t6moins non-PR; apres clonage 
et s' quen^^i d^ il s'est avere que celul-ci correspondalt a une sequence artefactuelle sans rapport 

^'"a fechnique ELOSA MSRV1 couplee a la RT-PCR nichee definie precedemment permet done de r^aliser un test 
de deletion trfes sensible et tres specifique d'un retrovirus MSRV 1 dans les fluides biolog.ques de patients. 

if est Snraussi envisageable'grace aux decouvertes etfectu.es et aux methodes mises au P- J-^^ 
teurs dans le cadre de la polyarthrite rhumatoTde, de realiser un diagnostic de Pinfection et/ou de la react vaUon MSRV- 
" TJvouM^vTeX une therapie dans la PR sur la base de son efficacite a -negativer" la detect.on de ces 

Len°s dans les fluides biologiques des patients. De plus, la detection pr6coce chez des personnes ne presentan pas 
: de ; nerrhumatolog'iques de PR. pourrait permettre d'instaurer un ^f^^^^^^T^^^ 
lution clinique ult6rieure qu'il precederait le stade lesionnel qui correspond a I'appantton de I atte.nte articu aire. Or, a 
ceTour SagnSc de PR ne peut etre etabli avant 1' installation tfune symptomatologie inflammato.re vo.re les.onnelle 
et, done auSn uaitement n-est instaur. avant I'emergence d'une clinique evocatrice d'une atte.nte art.cula.re de,a 

"°'te diagnostic d'une infection et/ou reactivation de MSRV-1 et/ou MSRV-2 chez I'homme f ^^^'^^^^.^^ 

la prrsente ?nvention foumi les moyens d'un lei diagnostic aussi bien dans le cadre d'une symptomatologie neurolo- 
g'qT(SEP; ou rhumatologi^ (PR) associees, ou encore dans le cadre d'une intection/react.vat.on pre-symptoma- 

tique ou non-encore associee a une clinique bien caracterisee. . ..c i ot/o,, mcirv 9 

II est ainsi possible outre de realiser un diagnostic de I'infection et/ou de la reactwation MS -1 et/ou IVlSRV-2. 
d-evaluer une Ih^rapie dans la SEP la PR ou tout autre symptomatologie clinique associee sur la base de son eff.cacte 
a "negativer" la detection de ces agents dans les fluides biologiques des patients. 

TABLEAU I 



R6sultats de la detection par PGR suiv.e d'une hybridation selon la technique d.te ELOS A. des genomes MSRV- 



Diagnostic 


Etfectif 
teste 


Echantillon 


RT-PCR Nichee 
IVISRV-1 (bande 
BET) 


ELOSA MSRV-1 
sous type A 


ELOSA MSRV-1 
sous-type B 
(B+C+D) 


Temoin non-PR 


10 


Milieu culture 


10- 


10 - 


10- 


Rhumatologique 




cellules LA 


0 + 


0 + 


0 + 


PR 


10 


Milieu culture 


5 - 


10 - 


5 - 






cellules LA 


5 + 


0 + 


5 + 


Temoin non-PR 


8 


Liquide 


8- 


8 - 


8- 


rhumatologique 




articulaire 


0 + 


0 + 


0 + 


PR 


5 


Liquide 


3- 


5 - 


3- 






articulaire 














2 + 


0 + 


2 + 


Temoin non-PR 


7 


Plasma 


6- 


7 - 


7 - 


rhumatologique 






1 + 


0 + 


0 + 
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TABLEAU I (suite) 



c 
o 


Diagnostic 


Eff ctif 
test' 


Echantillon 


RT-PCRNichee 
MSRV-1 (bande 
BET) 


ELOSA MSRV-1 
sous type A 


ELOSA MSRV-1 
sous-type B 
(B+C+D) 




PR 


6 


Plasma 


4 - 

2 + 


6 - 
0 + 


4 - 
2 + 


10 


Temoin non-PR 
rhumatologique 


4 


Cellules mono 
nucleesdu sang 
(culot sec) 


4 - 
0 + 


4 - 
0 + 


4 - 
0 + 


IS 


PR 


2 


cellules mono 
nucleesdu sang 
(culot sec) 


0- 
2 + 


2 - 
0 + 


0 - 
2 + 



TABLEAU II 



20 


ResuJtats de la detection par PGR suivie d'une hybridation selon la technique dite ELOSA, des genomes MSRV- 
2 dans les ftuides biologiques de malades atteints de PR et d'autres maladies rhumatologiques. 




Diagnostic 


Effectif teste 


Echantillon 


RT-PCR Nichee 
MSRV-2 (bande 


REMARQUES 


25 








BET) 




Temoin non-PR 
rhumatologique 


4 


Liquide articulaire 


4 - 
0 + 






PR 


5 


Liquide articulaire 


1 - 
4 + 
4- 
1 + 




30 


Temoin non-PR 
rhumatologique 


5 


Plasma 


patient positif = 
polytransfuse 


35 


PR 


8 


Plasma 


6- 
2 + 





40 



45 



SO 
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LISTE DZ oEQUENCES 



(1) INFORMATIONS GENERALES : 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: BIOMERIEUX 

(B) RUE: AUCUNE 

(C) VILLE: MARCY L'ETOILE 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 69280 

(ii) TITRE DE L' INVENTION: SEP EXTENSION 
(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 49 

(iv) FORME DECHIFFRABLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D' EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentin Release #1.0, Vers:Lon #1.30 (OEB) 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 1158 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin^aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

nFSCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 

^^Zll -™ -™ ^cc. «o 

-z^i r=s ^ ™i ™ ™j z 

^iT^.To c^.ir.s =s c~oc ..0 

TTAGTAACAT CCAC.CCTAC TTCC.GOCCC T^JAC^OCC CCTA^^. 

GCCCCAGTGT TCAGCTTGCC AACAGGGCAA GATTTTTCTT TATRi^v, ------..-.AC 900 

GGAATAGCTC TAGGAGTCCT TACGCAGGTC TCAGGGATGA GCTTGCAACC ^^GGTATAC 90 
CTGAGTAACG AAATTGATGT AGTGGCAAAG GGTTGGCCTC ATNGTTTATG ^JJJj^ 
GCAGTAGCAG TCTNAGTATC TGAAGCAGTT ^^AATAC AGGGAAGAGA ^CTTNCTGTGl 
TGGACATCTC ATGATGTGAA CGGCATACTC ACTGCTAAAG GJGJ^TTGTG 

AACCATTTAC TTAANTATCA GGCTCTATTA CTTGAAGAGC CAGTGCTGNG ACTGCGCACT^^^^ 
TGTGCAACTC TTAAACCC 
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(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 297 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin6aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 

CCCTTTGCCA CTACATCAAT TTTAGGAGTA AGGAAACCCA ACGGACAGTG GAGGTTAGTG 60 

CAAGAACTCA GGATTATCAA TGAGGCTGTT GTTCCTCTAT ACCCAGCTGT ACCTAACCCT 120 

TATACAGTGC TTTCCCAAAT ACCAGAGGAA GCAGAGTGGT TTACAGTCCT GGACCTTAAG 180 

GATGCCTTTT TCTGCATCCC TGTACGTCCT GACTCTCAAT TCTTGTTTGC CTTTGAAGAT 240 

CCTTTGAACC CAACGTCTCA ACTCACCTGG ACTGTTTTAC CCCAAGGGTT CAAGGGA 297 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 85 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 
GTTTAGGGAT ANCCCTCATC TCTTTGGTCA GGTACTGGCC CAAGATCTAG GCCACTTCTC 60 
AGGTCCAGSN ACTCTGTYCC TTCAG 85 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 4: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 86 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 
GTTCAGGGAT AGCCCCCATC TATTTGGCCA GGCACTAGCT CAATACTTGA GCCAGTTCTC 60 
ATACCTGGAC AYTCTYGTCC TTCGGT ®^ 



<2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 5: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 85 paires de bases 
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(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

nP<irRTPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 
.■^cL^L rTc^Zc TATTTOCCC:. K««T.OCC C««CTT=. OVC«TTCTC .0 

ATACCTGGA CACTCTTGTCC TTYRG 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 6: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 85 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

.„cior^=°r ^.."^r Sc^sL.^? ™c.v . 

ATACGTGGAC ACTCTTGTCC TTTGG 

(2) INFORMATIONS POUR I-A SEQ ID NO: 7: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 111 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
-„-™pCAC AGGGGTTTAR RGATANCYCY Cft-n-inAAA^ « 

??SoycaCt Jctyakrysy rgsnavtctb kyccttyrgt acatggatga c 



60 

111 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 8: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 645 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
ACCTGGACAC TCTTGTCCTT CAGTACATGG ATGATTTACT TTTAGTCGCC 
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CCTTGTGCCA TCAAGCCACC CAAGAACTCT 
TTTCCAAACC AAAGGCTCGG CTCTGCTCAC 
CCAAAGGCAC CAGGGCCCTC AGTGAGGAAC 
CCAAAACCCT AAAGCAACTA AGAGGGTTCC 
TTCCCAGGTA CASCCCAATA GCCAGACCAT 
CCAATACCTA TTTAGTAAGA TGGACACCTA 
CCCTAACCCA AGCCCCAGTG TTCAGCTTGC 
CAGAAAAAAC AGGAATAGCT CTAGGAGTCC 
CCGTGGTATA CCTGAGTAAG GAAATTGATG 



TAACTTTCCT CACTACCTGT GGCTACAAGG 180 
AGGAGATTAG ATACTNAGGG CTAAAATTAT 240 
GTATCCAGCC TATACTGGCT TATCCTCATC 300 
TTGGCATAAC AGGTTTCTGC CGAAAACAGA 360 
TAT AT AC ACT AATTANGGAA ACTCAGAAAG 420 
CAGAAGTGGC TTTCCAGGCC CTAAAGAAGG 480 
CAACAGGGCA AGATTTTTCT TTATATGCCA 540 
TTACGCAGGT CTCAGGGATG AGCTTGCAAC 600 
TAGTGGCAAA GGGTT 645 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 9: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 741 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin^aire 

<ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 9: 
CAAGCCACCC AAGAACTCTT AAATTTCCTC ACTACCTGTG GCTACAAGGT TTCCAAACCA 60 
AAGGCTCAGC TCTGCTCACA GGAGATTAGA TACTTAGGGT TAAAATTATC CAAAGGCACC 120 
AGGGGCCTCA GTGAGGAACG TATCCAGCCT ATACTGGGTT ATCCTCATCC CAAAACCCTA 180 
AAGCAACTAA GAGGGTTCCT TAGCATGATC AGGTTTCTGC CGAAAACAAG ATTCCCAGGT 240 
ACAACCAAAA TAGCCAGACC ATTATATACA CTAATTAAGG AAACTCAGAA AGCCAATACC 300 
TATTTAGTAA GATGGACACC TAAACAGAAG GCTTTCCAGG CCCTAAAGAA GGCCCTAACC 360 
CAAGCCCCAG TGTTCAGCTT GCCAACAGGG CAAGATTTTT CTTTATATGG CACAGAAAAA 420 
ACAGGAATCG CTCTAGGAGT CCTTACACAG GTCCGAGGGA TGAGCTTGCA ACCCGTGGCA 480 
TACCTGAATA AGGAAATTGA TGTAGTGGCA AAGGGTTGGC CTCATNGTTT ATGGGTAATG 540 
GNGGCAGTAG CAGTCTNAGT ATCTGAAGCA GTTAAAATAA TACAGGGAAG AGATCTTNCT 600 
GTGTGGACAT CTCATGATGT GAACGGCATA CTCACTGCTA AAGGAGACTT GTGGTTGTCA 660 
GACAACCATT TACTTAANTA TCAGGCTCTA TTACTTGAAG AGCCAGTGCT GNGACTGCn^ "tJO 
ACTTGTGCAA CTCTTAAACC C 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 10: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 93 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin^aire 



<ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 10: 
TGGAAAGTGT TGCCACAGGG CGCTGAAGCC TATCGCGTGC AGTTGCCGGA TGCCGCCTAT 60 
AGCCTCTACA TGGATGACAT CCTGCTGGCC TCC 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 11: 
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(i) CARACTERISTIQUES DE t NCE: 

(A) LONGUEUR: 96 pa; bases 

(B) TYPE: nucl§otid£ 

(C) NOMBRE DE BRINS: J-© 

(D) CONFIGURATION: L :. dire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

^CTCT ACGTGGATGA CCTSCTGAAG CTTGAG 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 12: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 748 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

CAGCAGACCG GCGGCCAGCG GCGCATTCTC CTGGCCAGCA ACTGGCACAG 300 

GATTTCCGCA CGACCGCGAT GCTGGTTGGA ^f^^^ cGGG^CGgS TGTCGCGCTC 360 
GTTCAGGTAA CCCTGCTTGT CCCGCACCAA CAGCAGCAGG ^GGGTC ^^^^^^ 420 

GTCGTGATTG GTGATCCACA CGTCAGCCCC tSgSaGCG CCAAGGCGCC 480 

TTCCTTGTAG ANGCGCACCA GCCCGAAGGC ATTGGCGAGA ^CGGTCA ^^^^^^^^ 540 

CATGCCATCT TTGGCGGCAG CCTTGACGGC ^TCGTCGAGA CGGACATTGC CA 
GGAATATTCG GAGTGGAGAC GGAGGTGGAC tJ^I^SgGA GCAACCCCGC 660 

GfGcSr.rx J^SrcSc? =cS Sggxxaccc CAGGGCGCG ..0 

ATCG CGTGCAGTTG CCGGATGC 

(2) INFORMATIONS POUR lA SEQ ID NO: 13: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 18 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
<D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

<xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 13: 

18 

GCATCCGGCA ACTGCACG 
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(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 14: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin6aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 
GTAGTTCGAT GTAGAAAGCG 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 15: 

<i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 18 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 
GCATCCGGCA ACTGCACG 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 16: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 23 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 
AGGAGTAAGG AAACCCAACG GAC 



<2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 17: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 19 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
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10 



15 



(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 17: 
TAAGAGTTGC ACAAGTGCG 

<2) INFORMATIONS POXJR lA SEQ ID NO: 18: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 21 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lin^aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 18: 
TCAGGGATAG CCCCCATCTA T 



30 



20 (2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 19: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: paires de bases 

( B ) TYPE : 24 nucleotide 

25 (C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNC 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 19: 
AACCCTTTGC CACTACATCA ATTT 

(2) INFORMATIONS POUR lA SEQ ID NO: 20: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 15 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
40 CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(ix) CARACTERISTIQUES: 
^5 (B) EMPLACEMENT: 5, 7, 10, 13 /ix 

(D) AUTRES INFORMATIONS: G repr^sente I'lnosxne (l) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 20: 
GGTCGTGCCG CAGGG 



35 



50 



55 



(2) INFORMATIONS POUR lA SEQ ID NO: 21: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 21 paires de bases 
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(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineair 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO 
TTAGGGATAG CCCTCATCTC T 



(2) INFORMATIONS POUR UV SEQ ID NO: 22: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 21 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
<D) CONFIGURATION: lin^aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO 
TCAGGGATAG CCCCCATCTA T 



<2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 23: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 24 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin^aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO 
AACCCTTTGC CACTACATCA ATTT 



(2) INFORMATIONS POUR Ui SEQ ID NO: 24: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 23 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin^aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO 
GCGTAAGGAC TCCTAGAGCT ATT 



(2) INFORMATIONS POUR Ui SEQ ID NO: 25: 
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(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 18 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 25 
TCATCCATGT ACCGAAGG 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 26: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2 
ATGGGGTTCC CAAGTTCCCT 



<2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 27: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 27 
GCCGATATCA CCCGCCATGG 



(2) INFORMATIONS POUR lA SEQ ID NO: 28: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 18 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2 
GCATCCGGCA ACTGCACG 
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(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 29: 

<i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
<A) LONGUEUR: 20 paires de bases 
<B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lln^aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE; ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO 
CGCGATGCTG GTTGGAGAGC 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 30: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20- paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin^aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNC 

<xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO 
TCTCCACTCC GAATATTCCG 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 31: 

<i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 26 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin^aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO 
GATCTAGGCC ACTTCTCAGG TCCAGS 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 32: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 23 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(ix) CARACTERISTIQUES: 

(B) EMPLACEMENT: 6, 12, 19 
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(D) AUTRES informations: G repr^sente I'inosine (i) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 32 
CATCTGTTTG GGCAGGCAGT AGC 

2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 33: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 24 paires de ha:i^r. 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 33 
CTTGAGCCAG TTCTCATACC TGGA 

2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 34: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
25 ^A) LONGUEUR: 22 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

30 TYPE DE MOLECULE: ADNc 



10 



15 



20 



35 



45 



50 



(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: S£ , NO: 34 
AGTGYTRCCM CARGGCGCTG AA 

2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 35: 



22 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 22 paires de bases 
40 (B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 35 
GMGGCCAGCA GSAKGTCATC CA 



2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NOS 36: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 22 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

55 (0) NOMBRE DE BRINS: simple 
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(D) CONFIGURATION: lineaire 
(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNC 

5 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 36 
GGATGCCGCC TATAGCCTCT AC 22 



10 2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 37: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 22 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

'5 (C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 37 
AAGCCTATCG CGTGCAGTTG CC 22 



25 



30 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 38: 

<i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 40 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 38: 
TAAAGATCTA GAATTCGGCT ATAGGCGGCA TCCGGCAAGT 40 



(2) INFORMATIONS POim LA SEQ ID NO: 39: 



40 



45 



SO 



55 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 126 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin§aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 39: 

GTGCTACCAC AGGGGTTCAG GGATAGCTCC CATCTATTTG GCCTGACATT AACCCGAGAC 60 

TTAAGCCAGT TCTCATACGT GGACACTCTT GTCCTTTGGT ACGTGGATGA CATCCTGCTG 120 

GCCTCC 126 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 40: 
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(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 87 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin^aire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 40: 
GTGCTGCCCC AGGGCGCTGA AGCCTATCGC GTGCAGTTGC CGGATGCCGC CTATAGCCTC 60 
TACGTGGATG ACCTGCTGCT GGCCTCC 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 41: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE; 

(A) LONGUEUR: 705 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 41: 
GTAGTTCGAT GTAGAAAGCG CCCGGAAACA CGCGGGACCA ATGCGTCGCC AGCTTGCGCG 60 
CCAGCGCCTC GTTGCCATTG GCCAGCGCCA CGCCGATATC ACCCGCCATG GCCGCCGGAG 120 
AGCGCCAGCA GACCGGCGGC CAGCGGCGCA TTCTCCAACG CCGGGCTCGT CGAATCATTC 180 
GGGGGCGATT TCCCCACGAC CGCGATGCTG GTTGGAGAGC CAGOCCCTGG CCAGCAACTG 240 
GCACAGGTTC AGGTAACCCC TGCTTGTCCC CGCACCCAAC AGCAGCAGGC GGGTCGGCTT 300 
GTCGCGCTCG TCCGTGATTG GTGGATCCAC AACGTCAGCC CCGACGATGG GCTTCACGCC 360 
CTTGCCACGC GCTTCCTTGT AGAAGCGCAC CAGCCCGGAA GGCATTGGCG AGATCGGTCA 420 
AGCGCCAAGG NSCCCCATGC CATCTTTGGC GGCAGGCCTT GACGGCATCG TCGAGACGGA 480 
CATTGCCATC GACCGACGGA ATATTCGGAG TGGAGACGGA GGTGGACGAA GCGCGGCGAA 540 
TTCATCCGCG TATTGTAACG GGTGACACCT TCCCCAAAGC ATTCCGGGCG TGCCCGATTG 600 
ACCCGGAGCA ACCCCGCACG GCTGCGCGGG CAGTTATAAT TTCGGCTTAC GAATCAACGG 660 
GTTACCCCAG GGCGCTGAAG CCTATCGCGT GCAGTTGCCG GATGC 705 



(2) IHFORMATIONS POUR lA SEQ ID NO: 42: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 648 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENC 
CAGGCTATAG CCCCCATCTA TTTGGCCAGG 
ACCTGGACAC TCTTGTCCTT CAGTATATGG 
CCTTGTGATG TCAAGCCACA CAAGTGCTCT 
TTTTCAAACC AAAGGCTCAG CTCTGCTCAC 
CCAAAGGCAC CAGGGCCCTC AGTGAGGAAC 



:E; SEQ ID NO: 42: 

CATTAGCCCA AGACTTGAGC CAGTTCTCAT 60 
ATGATTTACT TTTAGTGACC CATTCAGAAA 120 
TAACTTTCCT CTTTACCTCT GGCTACAAGG 180 
AGCAGGTTAA ATATTTAGGG CTAAAATTAT 240 
GTATCCAGCC TATACTGGCT TATCTTCATC 300 



36 



EP0 731 168 A1 



CCAAAACCCT AAAGCAACTA AGAGGGTTCC 
TTCCCAGGTT YGGTGAAATA GCCAGGCCAT 
CCAATACCCA TTTAGTAAGA TGGACATCTG 
AAGCCCTAAC CCAAGCCCCA GTGTTAAGCT 
TCACAGAAAA AATAGGAATA GCTCTAGGAG 
AACCCGTGGC ATATCTGAGT AAGGARRCTG 



TTGGCATAAC AGGCTTCTGC TGAATATGGA 360 

TAAATACACT AATTAAGGAA ACTCAGAAAG 420 

AAGCACAATC AGCTTTCCAG GCACTAAAGA 480 

TGCCAACAGG GCAAGACTTT TCTTTATATG 540 

TCCTTACACA GGTCTGAGGG ACAAGCTTGC 600 

ATGTAGTGGC AAAGGGTT 648 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 43: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 648 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 43: 

CAGGGTATAG CCCCCATCTA TTTGGCCAGG CATTAGCCCA AGACTTGAGC CAGTTCTCAT 60 

ACCTGGACAC TCTTGTCCTT CAGTATATGG ATGATTTACT TTTAGTGACC CATTCAGAAA 120 

CCTTGTGATG TCAAGCCACA CAAGTGCTCT TAACTTTCCT CTTTACCTCT GGCTACAAGG 180 

TTTTCAAACC AAAGGCTCAG CTCTGCTCAC AGCAGGTTAA ATATTTAGGG CTAAAATTAT 240 

CCAAAGGCAC CAGGGCCCTC AGTGAGGAAC GTATCCAGCC TATACTGGCT TATCTTCATC 300 

CCAAAACCCT AAAGCAACTA AGAGGGTTCC TTGGCATAAC AGGCTTCTGC TGAATATGGA 360 

TTCCCAGGTT YGGTGAAATA GCCAGGCCAT TAAATACACT AATTAAGGAA ACTCAGAAAG 420 

CCAATACCCA TTTAGTAAGA TGGACATCTG AAGCACAATC AGCTTTCCAG GCACTAAAGA 4 

AAGCCCTAAC CCAAGCCCCA GTGTTAAGCT TGCCAACAGG GCAAGACTTT TCTTTATATG 54^: 

TCACAGAAAA AATAGGAATA GCTCTAGGAG TCCTTACACA GGTCTGAGGG ACAAGCTTGC 600 

AACCCGTGGC ATATCTGAGT AAGGARRCTG ATGTAGTGGC AAAGGGTT 648 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 44: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 44: 
GCCGATATCA CCCGCCATGG 20 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 45: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
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(xi) DESCRIPTION DE LA S : SEQ ID NO: 45: 

CGCGATGCTG GTTGGAGAGC 

(2) INFORMATIONS POUR LA SE^ '-^i 46: 

(i) CARACTERISTIQUES DE - SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 j^aires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin^aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 46: 
TCTCCACTCC GAATATTCCG 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 47: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 26 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin^aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 47: 
GATCTAGGCC ACTTCTCAGG TCCAGS 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 48: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 23 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin^aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

<xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 48 
CATCTITTTG GICAGGCAIT AGC 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 49 i 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 24 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin^aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
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(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 49: 
CTTGAGCCAG TTCTCATACC TGGA 24 
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R vendications 

1. Utilisation d'un materiel viral, k I'^tat purifie ou isole, poss6dant une activity transcriptase inverse, apparent^ k 
une famine d'6l6ments retroviraux endog^nes, tel qu'issu d'une souche virale poss6dant une activite transcriptase 
inverse, choisie parmi les souches denomm^es respectivement POL-2, d^posee te 22.07. 1 992 aupr^s de I'ECACC 
sous le num6ro d'acces V92072202, et MS7PG deposee le 08.01 .93 aupres de I'ECACC sous le num^ro d'acc^s 
V93010816, et parmi leurs souches variantes consistent en des virus comprenant au moins un antigene qui est 
reconnu par au moins un anticorps dirige contre au moins un antigene correspondant de Tun ou I'autre des virus 
des souches virales POL-2 et MS7PG precitees, pour obtenir une composition diagnostique, prophylactique ou 
therapeutique pour detecter, pr^venir ou traiter une infection par ledit materiel viral associe a la polyarthrite rhu- 
matoide. ou une reactivation dudit materiel. 

2. Utilisation d'un materiel viral, k l*6tat purifi6 ou isole, poss6dant une activity transcriptase inverse, apparent^ ^ 
une famine d'^lements retroviraux endog^nes. tel que produit par une Iign6e cellulaire choisie parmi les lign^es 
d6nomm6es respectivement PLI-2 deposee le 22.07. 1 992 aupr6s de I'ECACC sous le numero d'accds 92072201 , 
et LM7PC deposee le 08.01 .93 aupres de I'ECACC sous le num6ro d'acc6s 93010817, ou par toute culture cel- 
lulaire infect^e susceptible de produire un virus comprenant au moins un antigene qui est reconnu par au moins 
un anticorps dirig6 contre au moins un antigene correspondant de I'un ou Tautre des virus produits par les ligndes 
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PLl-2 et LM7PC precitees. pour obtenir une composition diagnostique, prophylactique ou therapeutique. pour 
d^tectel, prevenir ou trailer une Infection par ledit materiel viral associe a la polyarthrite rhumato.de, ou une reac- 



tivation dudit materiel. 



utilisation d-un materiel viral dont le genome comprend une -^-^'^-^^^^^'^'^^^^^ ^Vq 
SEQ ID N02 SEQ ID N03. SEQ ID N04, SEQ ID N05, SEQ ID N06. SEQ ID N07, SEQ ID N08, SEQ ID N09, SEQ 
ID N039 SEQ ID N042, SEQ ID N043 ieurs sequences complementaires, et leurs sequences equivalentes^ no- 
amment les sequences nucleotidiques presentant, pour toute suite de 100 monomeres =°""9"^;^f^^°'"^5° f 
e^Teferentiellement au moins 70 % d'homologle avec une sequence ""^^l^^^'^'^^^^^^^^'^:^ P^J^^ 
JeqTd N02 SEQ ID N03, SEQ ID N04, SEQ ID N05, SEQ ID N06, SEQ ID N07, SEQ ID NOB, SEQ ID NOa SEQ 
fo N039 SEQ ID N042 SEQ ID N043 et leurs sequences complementaires, pour obten.r une compos t,on d,a- 
gnoS'e prophylactique ou therapeutique pour detecter, prevenir ou tra.ter une Infection par ledit mater,el v,ral 
associe a la polyarthrite rhumatoTde, ou une reactivation dudit materiel. 

Utilisation d-un materiel retroviral, dont le gene pol de son g.nome cornprend une '^I'^l''^^^;^^^^ 
valente, et notamment presentant au moins 50 % d'homolog.e, de preference au mo.ns ^5 /o d homc^ogie^vec 
une seouence nucleotidique appartenant au gene pol du genome du retrovirus ERV-9 ou HSERV-9, pour obtenir 
una composiLn diagnostique' prophyl^ ou therapeutique, pour ^.^^-ter, prevenir ou traiter une infection 
par ledit materiel viral associe a la polyarthrite rhumatoTde, ou une reactivation dudit materiel. 

Utilisation d-un materiel retroviral dont le gene po/de son genome code pour une sequence peptidique Pjese-itant 
au mo ^50%, et de preference au moins 70% d-homologle avec une sequence peptd.que ^^^^^^J, ^^f "^^^f 
du gLme du retrovirus ERV-9 ou HSERV-9, pour obtenir une composition ^^^f^^'^^^^^'f^^^^^ ""J^^! 
rapeutique, pour detecter, prevenir ou traiter une infection par led.t materiel viral associe ^ la polyarthrite rhuma 

toide, OU une reactivation dudit materiel. 

la polyarthrite rhumatoide, ou une reactivation dudit matenel. 

x£??q^^^^^^^^^^^^^ 
;~Drors^?iD^^^^^^^^^^^ 

N09 SEQ iS N039 SEQ?D N042 SEQ ID N043 et leurs sequences complementaires. pour obten.r une compo- 
siSon d^grlostique, prophylactique ou therapeutique, pour detecter, prevenir ou tra.ter une infection par ledit ma- 
t6riel viral associe k la polyarthrite rhumatoide. ou une reactivation dudit mater.el. 

8 Utilisation d'une amorce specifique comprenant une sequence nucleotidique identique ou ^q^^'^"^^^,,^" "^^^ 
u>^e partle de la sequence nucleotidique d'un fragment defini k la revendicat.on 7. notamment une sequence nu- 
cZdique prLntam pour toute suite de 10 monomeres contigus, au moins 70% d'homolog.e avec au mo.r^s 
unCrdudrt S^^^ 1-amplification par polymerisation d'un ARN ou d'un ADN d'un materiel viral assoc.e 

^ la polyarthrite rhumatoTde. 

SEQ.D ,223, fEolD N?i SEoio «25 SEO ,D N026. SEO.D N03,, SEQ ,0 N032. SEO ,D N033. SEO ID 
N047. SEQ ID N048. SEQ ID N049 et leurs sequences complementaires. 

10 Utilisation d'une sonde comprenant une sequence nucleotidique identique ou 6quivalente ^ au -^o'^^ une partie 
de te sZence nucleotidique d'un fragment d6fini k la revendication 6, notamment une sequence nucieot.d.que 
presenS." pour toute suJe de 10 monomeres contigus. au moins 70% d-homolog.e avec au mo.ns une part.e 
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dudit fragment pour obtenir une composition pour detecter, separer, ou identifier, dans un echantillon biologlque, 
un materiel viral associe a la polyarthrite rfiumatoide. 

11. Utilisation selon la revendication 10, caracterisee en ce que la sonde comprend une sequence nucleotidique choi- 
5 sie parmi SEQ ID N03, SEQ ID N04, SEQ ID N05. SEQ ID N06. SEQ ID N07. SEQ ID N016, SEQ ID N017, SEQ 

ID N018, SEQ ID N019. SEQ IDN020. SEQ ID N021, SEQ1DN022. SEQ ID N023, SEQ ID N024, SEQ ID N025, 
SEQ ID N026, SEQ ID N031. SEQ ID N032. SEQ ID N033, SEQ ID N047, SEQ ID N048, SEQ ID N049 et leurs 
sequences complementaires. 

10 12. Utilisation d'un agent pathogene et/ou infectant. a Tetat purifie ou isole, different du materiel viral defini h I'une 
quelconque des revendications 1 a 6, tel qu'issu d'une souche virale choisie parmi les souches denommees res- 
pectivement POL-2, deposee le 22.07.1992 aupres de I'ECACC sous te numero d'acces V92072202 et MS7PG 
deposee le 08.01.93 aupres de I'ECACC sous le numero d'acces V93010816, et parmi leurs souches variantes, 
consistant en des agents pathogenes et/ou infectants comprenant au moins un antigene qui est reconnu par au 

'5 moins un anticorps dirige contre au moins un antigene correspondant de I'un ou I'autre des agents pathogenes 

et/ou infectants des souches virales POL-2 et MS7PG precltees, respectivement differents de I'un ou I'autre ma- 
teriel retroviral desdites souches, pour obtenir une composition diagnostique, prophyiactique ou therapeutique 
pour detecter, prevenir ou traiter une infection par ledit agent pathogene et/ou infectant associe a la polyarthrite 
rhumatoide, ou une reactivation dudit agent. 

20 

13. Utilisation d'un agent pathogene et/ou infectant, a Tetat purifie ou isole. different du materiel viral d6fini a I'une 
quelconque des revendications 1 a 6, tel que produit par une lignee cellulaire choisie parmi les lignees denommees 
respectivement PLI-2 deposee le 22.07.1992 aupres de I'ECACC sous le numero d'acces 92072201 et L(^/I7PC 
deposee le 08.01.93 aupres de I'ECACC sous le numero d'acces 93010817, et par toutes cultures celtulaires 

25 infectees susceptibles de produire au moins I'un ou I'autre des agents pathogenes et/ou infectants, et/ou leurs 

variants, ou par toute culture cellulaire infectee susceptible de produire un agent pathogene et/ou infectant com- 
prenant au moins un antigene qui est reconnu par au moins un anticorps dirige contre au moins un antigene 
correspondant de I'un ou I'autre des agents pathogenes et/ou infectants produits par les lignees PLI-2 et Lf^7PC 
precltees, pour obtenir une composition diagnostique. prophyiactique ou therapeutique pour detecter, prevenir ou 

30 traiter une infection par ledit agent pathogene et/ou infectant associe a la polyarthrite rhumatoide, ou une reacti- 

vation dudit agent. 

14. Utilisation d'un agent pathogene et/ou infectant comprenant un acide nucleique comprenant une sequence nu- 
cleotidique choisie parmi SEQ ID N010. SEQIDN011. SEQIDN012. SEQIDN040, SEQ ID N041 . leurs sequences 

35 complementaires, et leurs sequences equivatentes, notamment les sequences nucl6otidiques, pr^sentant au 

moins 70% et preferentiellement au moins 90% d'homologie avec une sequence nucleotidique comprenant une 
sequence choisie parmi SEQ ID N010. SEQ ID N011 , SEQ ID N012 SEQ ID N040, SEQ ID N041 , et leurs sequen- 
ces complementaires, pour obtenir une composition diagnostique, prophyiactique ou therapeutique pour detecter, 
prevenir ou traiter une infection par ledit agent pathogene et/ou infectant associe k la polyarthrite rhumatoide. ou 

40 une reactivation dudit agent. 

15. Utilisation d'un fragment nucleotidique. comprenant une sequence nucleotidique choisie parmi SEQ ID N010, SEQ 
ID N011. SEQ ID N012, SEQ ID N040, SEQ ID N041, leurs sequences complementaires, et leurs sequences 
6quivalentes, notamment les sequences nucleotidiques pr6sentant, pour toute suite de 100 monom^res contigus, 

45 au moins 70%, et de preference au moins 90% d'homologie. avec une sequence choisie parmi SEQ ID N010. 

SEQ ID N01 1 , SEQ ID N01 2. SEQ ID N040, SEQ ID N041 , et leurs sequences complementaires. pour obtenir une 
composition diagnostique, prophyiactique ou therapeutique pour detecter. prevenir ou traiter une infection par ledit 
agent pathogene et/ou infectant associ6 d la polyarthrite rhumatoide. ou une reactivation dudit agent. 

50 16. Utilisation d'une amorce comprenant une sequence nucleotidique identtque ou 6quivalente a au moins une partie 
de la sequence nucleotidique d'un fragment d6fini k la revendication 15. notamment une sequence nucleotidique 
presentant, pour toute suite de 10 monomeres contigus, au moins 90% d'homologie avec au moins une partie 
dudit fragment, pour Tamplification par polymerisation d'un ARN ou d'un ADN d'un agent pathogene et/ou infectant 
associe k la polyarthrite rhumatoide. 

55 

17. Utilisation selon la revendication 1 6, caracterisee en ce que i'amorce comprend une sequence nucleotidique choi- 
sie parmi SEQ ID N013, SEQ ID N014. SEQ ID N015, SEQ ID N027. SEQ ID N028, SEQ ID N029. SEQ ID NO30. 
SEQ ID N034. SEQ ID N035. SEQ ID N036, SEQ ID N037, SEQ ID N044, SEQ ID N045. SEQ ID N046 et leurs 
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sequences complementaires. 

18 Utilisation d'une sonde comprenant une sequence nucl6otidique identique ou equivalente a au moins une partie 
de la sequence nucleotidique d'un fragment selon la revendication 15, notamment une sequence nucleotidique 
presentant, pour toute suite de 10 monomeres contigus, au moins 90% d'homologie avec au moms une partie 
dudit fragment pour obtenir une composition diagnostique, prophylactique ou therapeutique pour detecter, pre- 
venir ou traiter une infection par ledit agent pathogene et/ou infectant associe a la polyarthrite rhumatoide. ou une 
reactivation dudit agent. 

19 Utilisation selon la revendication 18, caracterisee en ce que la sonde comprend une sequence nucleotidique choi- 
sie parmi SEQ ID N01 0, SEQ ID N01 1 , SEQ ID N01 3, SEQ ID N01 4, SEQ ID N01 5, SEQ ID N027, SEQ ID N028, 
SEQ ID N029, SEQ ID N030, SEQ ID N034, SEQ ID N035. SEQ ID N036, SEQ ID N037, SEQ ID N044, SEQ ID 
N045, SEQ ID N046 et leurs sequences complementaires. 

20 Utilisation d'une association comprenant deux agents pathogfenes et/ou infectants, a I'etat isole ou purifie, a savoir. 
un premier agent qui consiste en un virus humain. possedant une activite transcriptase inverse, et apparente a 
une famine d'6l6ments r6troviraux endogenes, ou un variant dudit virus, et un second agent, ou un vanant dudit 
second agent, ces deux agents pathog6nes et/ou infectants etant tels que ceux issus d'une meme souche virale 
choisie parmi les souches denommees respect ivement POL-2, deposee te 22.07.1992 aupres de I'ECACC sous 
le numero d'acces V92072202 et MS7PG deposee le 08.01.93 auprfes de I'ECACC sous le numero d acces 
V93010816 et parmi leurs souches variantes, pour obtenir une composition diagnostique, prophylactique ou the- 
rapeutique pour detecter. prevenir ou traiter une infection par un premier agent pathogene eVou infectant, et un 
second agent pathogene et/ou infectant. associes a la polyarthrite rhumatoide, ou une reactivation de I'un ou 
I'autre dudit premier agent et dudit second agent. 

21 Utilisation d'une association comprenant deux agents pathogenes et/ou infectants, k I'etat isole ou purifie, a savoir, 
un premier agent consistant en un virus humain possedant une activity transcriptase inverse, et apparente a une 
famine d'el6ments r6troviraux endogenes, ou un variant dudit virus, et un second agent, ou un variant dudit second 
aqent ces deux agents pathogenes et/ou infectants etant tels que ceux produits par une meme lignee cellulaire 
choisie parmi les lignees denommees respectivement PLI-2 d6posee le 22.07.1992 auprfes de I'ECACC sous le 
numero d'acces 92072201 et LM7PC deposee le 08.01. 93 aupres de I'ECACC sous le numero d'acces 93010817. 
et par toutes cultures cellulaires infectees susceptibles de produire au moins I'un ou I'autre des agents pathogenes 
et/ou infectants, et/ou leurs variants, pour obtenir une composition diagnostique, prophylactique ou therapeutique 
pour detecter. prevenir ou traiter une infection par un premier agent pathogene et infectant, et par un second agent 
pathogene eVou infectant, associes & la polyarthrite rhumatoide, ou une reactivation de I'un ou I'autre dudit premier 
agent et dudit second agent. 

22. Utilisation d'une association comprenant deux agents pathogenes et/ou infectants, k l'6tat isol6 ou purifie, k savoir 
un premier agent consistant en un virus, ou un variant dudit virus, dont le g6nome comprend une sequence nu- 
cleotidique choisie parmi SEQ ID N01 , SEQ ID N02. SEQ ID N03. SEQ ID N04, SEQ ID N05, SEQ ID N06. SEQ 
ID N07 SEQ ID N08 SEQ ID N09. SEQ ID N039. SEQ ID N042. SEQ ID N043. leurs sequences complementaires, 
et leurs sequences equivalentes. notamment les sequences nucleotidiques presentant, pour toute suite de 100 
monomeres contigus, au moins 50% et pref6rentiellement au moins 70% d'homologie avec une sequence nucleo- 
tidique choisie parmi SEQ ID N01. SEQ ID N02. SEQ ID N03, SEQ ID N04, SEQ ID N05, SEQ ID N06, SEQ ID 
N07 SEQ ID NOB SEQ ID N09, SEQ ID N039, SEQ ID N042. SEQ ID N043, et leurs sequences complementaires, 
et un second agent pathogene et/ou infectant, dont le genome comprend une sequence nucleotidique choisie 
parmi SEQ ID N010 SEQ ID N011, SEQ ID N01 2. SEQ ID N040, SEQID N041 . leurs sequences complementaires, 
et leurs sequences equivalentes. notamment les sequences nucleotidiques presentant. pour toute suite de 100 
monomeres contigus, au moins 70% et preterentiellement au moins 90% d'homologie avec une sequence nucleo- 
tidique choisie parmi SEQ ID NOlO, SEQ ID N011 , SEQ ID N01 2, SEQ ID N040, SEQ ID N041 , et leurs sequences 
complementaires, pour obtenir une composition diagnostique, prophylactique ou therapeutique pour detecter. pre- 
venir ou traiter une infection par un premier agent pathogdne et/ou infectant. et par un second agent pathogene 
et/ou infectant. associ6s k la polyarthrite rhumatoide, ou une reactivation de I'un ou I'autre dudit premier agent et 
dudit second agent. 

23. Utilisation d'une association de fragments nucleotidiques comprenant un premier fragment dont la s6quence nu- 
cleotidique comprend une sequence nucleotidique choisie pamni SEQ ID N01, SEQ ID N02. SEQ ID N^03, SEQ 
ID N04 SEQ ID N05 SEQ ID N06, SEQ ID N07. SEQ ID NOB, SEQ ID N09. SEQ ID N039. SEQ ID N042, SEQ 
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ID N043, leurs sequences complementaires, et leurs sequences equivalentes, notannmnnent les sequences nu- 
cleotidiques presentant, pour toute suite de 100 nnonomeres contigus, au moins 50% et de preference au moins 
70% d'homologie avec une sequence nucleotidique choisie parmi SEQ ID N01, SEQ ID N02. SEQ ID N03, SEQ 
ID N04. SEQ ID N05, SEQ ID N06. SEQ ID N07, SEQ ID N08. SEQ ID NOa SEQ ID N039. SEQ ID N042. SEQ 
ID N043, et leurs sequences complementaires, et un second fragment dont la sequence nucleotidique comprend 
une sequence nucleotidique choisie parmi SEQ ID N010, SEQ ID N011, SEQ ID N012, SEQ ID N040, SEQ ID 
N041, leurs sequences complementaires, et leurs sequences equivalentes, notammment les sequences nucteo- 
tidiques presentant, pour toute suite de 100 monomeres contigus. au moins 70% et de preference au moins 90% 
d'homologie avec une sequence nucleotidique choisie parmi SEQ ID NOIO. SEQ ID N011, SEQ ID N012, SEQ ID 
N040, SEQ ID N041 , et leurs sequences complementaires. chacun desdits fragments 6tant notamment une sonde, 
pour obtenir une composition diagnostique, prophyiactique ou thdrapeutique pour detecter, prevenir ou traiter une 
infection par un premier agent pathogene et/ou infectant, et un second agent pathogene et/ou infectant, associes 
^ la polyarthrite rhumatoide, ou une reactivation de I'un ou I'autre dudit premier agent et dudit second agent. 

24. Utilisation d*une association comprenant un premier polypeptide code de maniere partielle ou totale par le premier 
fragment nucleotidique defini a la revendication 23, et un second polypeptide cod6 de maniere partielle ou totale 
par le deuxieme fragment nucleotidique defini a la revendication 23, pour obtenir une composition diagnostique, 
prophyiactique ou therapeutique pour detecter prevenir ou traiter une infection par un premier agent pathogene 
et/ou infectant, et un second agent pathogene et/ou infectant, associes k la polyarthrite rhumatoide, ou une reac- 
tivation de run ou I'autre dudit premier agent et dudit second agent. 

25. Utilisation selon la revendication 24, caracterisee en ce qu'elle comprend un premier ligand, notamment anticorps, 
specifique du premier polypeptide, et un second ligand, notamment anticorps, specifique du second polypeptide, 
lesdits premier et second polypeptides etant definis a (a revendication 24. 

26. Procede d'obtentton d'un premier agent pathogene et/ou infectant selon Tune des revendications 1 ^ 6 et/ou d'un 
second agent pathogene et/ou infectant selon I'une des revendications 13 ou 15, associes k la polyarthrite rhu- 
matoide, caracterise en ce qu'on cultive in vitro des cellules de ponctions de liquide synovial notamment choisies 
parmi les synoviocytes et les fibroblastes desquames de liquide articulaire, de patients atteints de polyarthrite 
rhumatoide. 

27. Procede d'obtention d'un premier agent pathogene et/ou infectant selon i'une des revendications 1 ^ 6 et/ou d'un 
second agent pathogene et/ou infectant selon I'une des revendications 13 ou 14, associes ^ la polyarthrite rhu- 
matoide, caracterise en ce qu'on cultive in vitro des cellules lymphocytaires B immortaiisees par le virus d'Epstein- 
Barr, de patients atteints de polyarthrite rhumatoide. 

28. Fragment nucleotidique, dont la sequence nucleotidique comprend une sequence choisie parmi SEQ ID N039, 
SEQ ID N042. SEQ ID N043, leurs sequences complementaires. et leurs sequences equivalentes, notamment 
les sequences nucieotidlques presentant pour toute suite de 100 monomeres contigus, au moins 50 %. et de 
preterence au moins 70 % d'homologie, avec une sequence choisie parmi SEQ ID N039. SEQ ID N042. SEQ ID 
N043, et leurs sequences complementaires. 

29. Amorce specifique pour Tamplification par polymerisation d'un ARN ou d'un ADN d'un materiel viral seton I'une 
quelconque des revendications 1 ^ 6, caracterisee en ce qu'elle comprend une sequence nucleotidique identique 
ou equivalente a au moins une partie de la sequence nucleotidique d'un fragment selon la revendication 28, no- 
tamment une sequence nucleotidique presentant, pour toute suite de 10 monomeres contigus, au moins 70 % 
d'homologie avec au moins une partie dudit fragment. 

30. Amorce selon la revendication 29. caracterisee en ce qu'elle comprend une sequence nucleotidique choisie parmi 
SEQ ID N047. SEQ ID N048, SEQ ID N049, et leurs sequences complementaires. 

31 . Sonde susceptible de s'hybrider sp6cifiquement avec un ARN ou un ADN d'un materiel viral seton I'une quelconque 
des revendications 1 d 6, caracterisee en ce qu'elle comprend une sequence nucleotidique identique ou equiva- 
lente k au moins une partie de la sequence nucleotidique d'un fragment selon la revendication 28. notamment une 
sequence nucleotidique presentant, pour toute suite de 10 monomeres contigus, au moins 70 % d'homologie avec 
au moins une partie dudit fragment, 

32. Sonde selon la revendication 31 . caracterisee en ce qu'elle comprend une sequence nucleotidique choisie parmi 
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SEQ ID N047. SEQ ID N048, SEQ ID N049, et leurs sec; - .;-plementaires. 

33. Fragment nucleotidique, dont la sequence nucleotidirji. v'end une sequence choisie parmi SEQ ID N040, 
SEQ ID N041. leurs sequences complementaires, e: sequences equivalentes. notamment les sequences 
nucleotidiques presentant pour toute suite de 100 monomeres contigus. au moins 70 %, et de preference au moins 
90 % d'homologie, avec une sequence choisie parmi SEQ ID N040. SEQ ID N041, et leurs sequences comple- 
mentaires. 

34. Amorce specifique pour I'amplification par polymerisation d'un ARN ou d'un ADN d'un agent pathogene et/ou 
infectant selon I'une des revendications 12 a 14, comprenant une sequence nucieotidique identique ou equivalente 
a au moins une partie de la sequence nucieotidique d'un fragment selon la revendication 33, notamment une 
sequence nucieotidique presentant. pour toute suite de 1 0 monomeres contigus, au moins 90 % d'homologie avec 
au moins une partie dudit fragment. 

35. Amorce seton la revendication 34, caracterisee en ce qu'elle comprend une sequence nucieotidique choisie parmi 
SEQ ID N044, SEQ ID N045, SEQ ID N046, et leurs sequences complementaires. 

36. Sonde susceptible de s'hybrider specifiquement avec un ARN ou un ADN d'un agent pathogene et/ou Infectant 
selon rune des revendications 12 a 14, comprenant une sequence nucieotidique identique ou equivalente a au 
moins une partie de la sequence nucieotidique d'un fragment selon la revendication 33, notamment une sequence 
nucieotidique presentant, pour toute suite de 10 monomeres contigus, au moins 90 % d'homologie avec au moins 
une partie dudit fragment. 

37. Sonde selon la revendication 36, caracterisee en ce qu'elle comprend une sequence nucieotidique choisie parmi 
SEQ ID N044, SEQ ID N045, SEQ ID N046. et leurs sequences complementaires. 
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FiGl 

pol SmH TOGAAftGTGT CJOCIGAMOC TCIOQOGIQC AGrTOOOGGA 

pol Stmi TOXDQCmT ^^GCClCl^Ol TOGMGACAT QCIQCIQQJC TCi: 93 

S£<3 W NO 10 



FIG5 

Consensus TTOGATDCftG IGYTGCXIACA OSOGGCTGAA GOCTATCCrG TOCAGTroOC 50 
Consensus GGATQOQGCX: TATaGUL'lUl' AOGTOGATGA CCTSCIGftAG CTIGAG 96 



S£(? /£> NO if 
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FIG 2 



Consensus 
Ooosensus 



Ooosensus 



Ooosensus 

OCQSGQSUS 



Oonsetisos 



GriTO333vr A^n□CTCMC tctttogtca osTTiCiair ca?gmcd«s so 

axTcrrcTC A3Gtoc:ag3^ tocigtvcc ticag fis 

Q3CftGrriCTC AIMCIGG?iC AMCIWnOC TTCOCT 86 

GYCAftTICTC MMCTGSfC ACTCTHSroC TO«5 65 

S£^ /i? N05 

a33CTl!Ciy MMESTGSC -fiCiCriGroC TUGS 85 

5£i? /J? NOC 



Ctnsensus 
Oonsensus 
Consensus 



GIGrraXT^ M39STmR RGM»^aO' CTOCIMnTG GTOWE^GQOT 
KOTPAKAY Yn^RGVCAVT TCTYAKPYSY RGSNmCIB KXOCTrS^PGT 
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FIG3 
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CONSENSUS A F 

GTTTAGGGATAGCCC TCATCTCTi, Gb , > GGTACTGGCCCAAGA TCTAGGCCACTTCTC 60 
V G.P SSLWS GTGPR SRPLL 
FROSP HLFGQ VLAQO LGHFS 
LGIAL ISLV R YWPKI .ATS Q 

AGGTCCAGGCACTCT GTTCCTTCAG 85 
RSRHS VPS 
GPGTL FL Q 
V Q A L C S F 

CONSENSUS B 

GTTCAGGGATAGCCC CCATCTATTTGGCCA GGCACTAGCTCAATA CTTGAGCCAGTTCTC 60 
VOG P PSIWP GTSSI LEPVL 
FROSP HLFGQ ^ L A Q Y L S Q F S 
SGIAPIYLARH- LNT.ASSH 

ATACCTGGACACTCT TGTCCTTCGGT 
IPGHS CPS 
YLDTL VLR 
TWT LLSFG 

CONSENSUS C 

GTTCAGGGATAGCCC CCATCTATTTGGCCA GGCATTAGCCCAAGA CTTGAGTCAATTCTC 60 
VQG.P PSIWP GIS PR LESI L^ 
FROSP HLFGQ * L A Q D L S Q F S 
SGIAP lYLAR H.PKT .VNSH 

ATACCTGGACAaCT TGTCCTTCAG 
IPGHS CPS 
YLDTL V L Q 
T W T L L S F 

CONSENSUS D 

GTTCAGGGATAGaC CCATaATTTGGCCT GGCATTAACCCGAGA CTTAAGCCAGTTCTC 
V Q G . L PSIWP G I N P R >- P V L 
F R D S S H L F G L A L T R D L S Q F S 
SGI AP lYLAW H.PET .ASSH 

ATACCTGGACACTCT TGTCCTTTGG 
IRGHS CPL 
YVOTLVLW 
T W T L L S F 
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FIG 6 

CM>£3CCMXX2 AfiGAACICTT AAATITOCIC ACTSOCTGTC QCTRGWOST 50 

•nocAAftocA AfloacncRac tctocicaca ggagatcvga uoTRaaGT loo 

TWAATDOC CPAPOTZTOO AOaQOOClCA GIGAGSAAOG TftaCOGOCT 150 

AncroOSTT ATOCIOaOC CAAAAOXm AAGCA?OaA GfiaSSnDCT 200 

TMCKIGAIC ALWmClUC 03AAAACAAG JCnOCCAGST ADVACCS^AAA 250 

romsMao: KnraKiTCA cxfoanMSS ^aacicmsa AOOCMzncc 300 

TKimGIAA. OOOSACAOC ^CAAACAGAAG GC^mOGCAaS OOdAAAGAA 3S0 

GSQOCXMCC O^AOGOQCAG TCnC3W3CTT OaCAACAG3S CAAGKLTl'lT 400 

ClTBOMntS OOGAAAAA. JnCAGSA^OOS CLCISGGAGT OCTDOCAG 450 

GTOCGR033A TGMCTroCA. AXDGTGQCA U^DCIGAAm A33AAAOTGA 500 

uu-jmuiCUA tMSssmsac cscKazserrr ksoosimcbs gmsoovsems sso 

cnsotaGr aiclumozzC GiiAJiiaaiA Tscnoas^ asvicumzt coo 

GUviQSRCAT Cl!CKIl3ai*r GASOOSCKaA. CIOOGC3A. MOSCTCTr 650 

GiaSTIGlCA GSCAMCaOT ^SCTmANm TCAOSirrCm TUO- ' iLa aG 700 

AaxftGTOcr GwaciULUj ictighxaa cronaAMC c 74i 
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F IG 7 

TCAGGGATAGCCCCCATCrATTrGGCCAGGCATTAGCCCAAGACTTG AGTC 

AATTCTCATACCTGGACACTCTTGTCCrrCAGTAOVTGGATGATTTACrrr 

TAGTCGCa:GTTCAGAAACCrrGTGCX7V.TCAAGCCACCCAAGAACTCTTAA 

CTrTCCTO\CTACCTGTGGCTACAAGGTTTCCAAA(XAAAGGCT 

GCTCACAGGAGATTAGATACTNAGGGCTAAAATTATCCAAAGGCACXAGG 

GOCCrOkCTGAGGAACGTATCCAGCCTATACrGGaTATOCrCAT 

AOCXn-AAAGCAACTAAGAGGCnTCCTTGGCATAACAGGTTrcrGOCGAAA 

ACAGATTOCCAGGTACAS(XCAATAGOCAGAOCATTATATAO^C^^ 

NGGAAACTCAGAAAGCCAATAOn^ATTTAGTAAGATGGACACCrACAGAA 

GTQGCnTra^VGGCXXTAAAGAAGGOOCTAACCCAAGCXXXAGrGT^ 

TTGOCAACAGGGCAAG Ai H HCU lA TATGOCACAGAAAAAACAGGAAT 

AGCrCTAGGAGTCCTTACGCAGGTCTCAGGGATGAGCTrGC^ 

ATAGCrGAGTAAGGAAATTGATGrAGrGGCAAAGGGrrT 

S£Q ID ^C6 
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20 30 , 40 50 



70 



CCCTTT<XXACTAC*T»ATTTIAa»<n-AJ«»*AACa:W«:a=fcC^ 
PFATTSILCVRKPNCOWRLVQELR> 

_ ^ a « * « A * T HAMSIATIQN OF KSRV-1 fOL • CaI_„<_^_«^ « ^ * * * 

eo 90 100 wo 120 130 1*0 

• • • • • • * 

XTTATCAATCACOCTGTr<nTCCTCtXXIWCCEKa:TCTX<XTAACCCTTAT«^ 
J- XN£XVVPI.YPAVPNPYTV1.S0I-P> 
„ A * A a > T RAKSIAITOM OF MSlV-l POL • tAI _ a A ^ « * « » -> 



ISO 



X60 170 IfiO 190 200 210 



<ykCGW^GCA<y«:Tt=Crn'ACX<nx:CTCCACCrrAAGCATOCCTTTTTC 
EEAEWFTV1-DCRDAFFCIPVRPDS> 
a a a a a > t WWSIATtOW OF HSW-l POL * (AJ a a ^a * a a > 

220 230 240 250 260 270 280 

* • • • • • * 

QFLFA FEDPLNPTSQLTWT | V L P Q O | 
^ J a a a a a - ntAWSLATlON OF MSRV-l POL • tAl _a a * 

290 300 310 320 330 340 350 360 
• • - • * 
TXC*aCCAT*flCCXrCATCTATTraTCCTC<X3^TO0CrCfcAaMC^m 
FRDS PHLFCQAl-AQ D LSQrSYLDT* 
_T1tAMSIAlTON OT KSSCVT-l • (Al_« * A A > 



370 



380 - 390 400 410 420 430 



err GTC err oscItm: atc gat G^rfrxA crrTO<^axaCTTCACM.j«:TOTOCCATCAxccc 

L V L0l:y_H DD_Jl L LVARS ET LC H 0 ATO> 

TCH or KSKV-X fOL • (M_* A • A A A > 

440 4S0 460 470 480 490 SOO 
« . . • • • 
<»ACICTTAACTTrCCTCM::r*OCTOraXt*CAACCTTlCCAAACa.A« 
ELLT rLTTCCTKVSKFKARLCSQE* 
a a a a a a ^ TO AMSTATICM OT KSKV-1 POL • lAj ^« « ^ A ^ft A A^> 

SIO S20 530 540 550 560 570 
, • • • • • * 
ATTAGATW:TW^a3CCXXJU«iriATOCAAAOCJCAa:Aa30a:CTCACrW 
I RYX GLrLfirCTRALSe ER I Q P 1 L> 
a a a a a a a T RMSIATICH OT K3W-1 POL * lA).^.j^ A A A A A 

580 590 too €10 620 «30 640 

OCrTATCCTC>TCa:AAA*CrCtAAACC3UkCIXAGAaCTTCC:TTOa^ 

xYPBrii Ti.KQi.RerLciTcrcRrQ> 

a a a a J a a T RAMSLATIOW OT KSKV-l POL • |X] « A * A A A > 

€50 €«0 670 «eO «90 700 710 720 

* • • • ♦ * * _ * 

ATT<xx:A02TACAScaaj«*ax:ACAcaiT».wAaic»ArrA« 

X PRyXFlAltPl.YTLlXCTOKAHTY> 
a a a a a a > T RAMSLAriQM OF KSRV-1 POL • lAj_* A A A A A • > 

730 740 7S0 7€0 770 7G0 790 
• • * • • • 
ra CtA JIGA T05 AOS. OCT 9CK C^A OTC OCT TIC CMS <KC CTA AMS MS OCC CTA AOC CAX OX CCA GTC TTC 
LVRWTPTEVXrQALXKXLtQAPVn' 
a a a a a j a T HAMSLATrW OP POL • lAl,.„_a < A A A A ^ 

800 810 820 «30 840 8S0 860 
* • « • • » • 
AOC TTC OCA ACA OOC CAA GAT TIT TCT TTA TAT OOC ACX GAA AM. ACA OGA ATA OCT CTA OGA GTC CTT ACG 
S L PTCQOFSLYATEKTOIALGVLT> 
a a a a a a a T RAItfitJLTICK OF NStV-l POL * tX\ a a a ^« » *_ — » 

870 880 890 900 910 920 930 

« •••••• 

CAC GTC TCA OOG ATC AOC TTC OA OCC GTC CTA TAC CTC ACT AAC GAA ATT CAT CTA CTG CCA AAC OCT TOG 
QVSG MSLQI»VVYLSKEIDVVAKGW> 
jniAKSLATION OF KSRV-l POL * CAl * * ^ • .* 

940 950 960 970 9B0 990 1000 
• • • • 
CCr CAT II3T TTA TOG CTA ATC OC OCA CTA OCA CTC TOA CTA TCT GAA OCA CTT AAA ATA ATA CAC OGA ACA 
PHXLWVMXAVAVXVSEAVKI IOGR> 
a a a a a a a T RAMSLATtOW OF KSRV-l POL • iAl a a ^a .« * A > 

1010 1020 1030 1 040 1050 1060 1070 1080 

• • • • • • • 

CAT CTT HCT CTPG TOS ACA TCT OCT CAT CIC AAC OOC ATA CIC ACT OCT AAA OCA GAC TTC TOG TTC ICA GAC 
DLXV WTSHDVWGILTAKCDLWLSD> 
a a a « a a a T RAMSLKTIQW OF KSW-l POL * tAI., « m a a M m_ > 

1090 1100 1110 1120 1130 1140 IISO 

• • • • • " * 

AAC CAT TTA CTT AAN TAT OC OCT CTA TTA CTT GAA GAC CCA CTC CTC NBA CTG OOC ACT TCT CCA ACT CTT 
NHLLXYQALLLEEPVLXLRTCATL> 
a a « a a * *_TRAMSlATIOK OF KSRV-I POL • fAl a a • a a a a, > 



AAA CCC 
IC P> 



F[G9 
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10 20 30 40 

• * • * 

TCX:aAGCTTCACXX5C TTOCTOGATGTAGGC CTCAGTACCX3GNGTG p" |^ 'jQ 

50 60 70 80 90 



CCXXXXXXXXriCTAG TTCGATGTAGAAAOC GCCCGGAAACACGOG 

100 110 120 130 

• * * * 

GGACCAATCCGTCGC CTVGCTTGCGCGCXAG CX^CCTCGTTOCCATT 

140 150 160 170 180 

* * * • ♦ 

GGCCAGCGCCACGCC GATATCACOCGCCAT GGCGCXX3GAGAGCX3C 

190 200 210 220 

• * ♦ * 

CAGCAGACCGGCXjGC cagoggcgcattctc aacgccoggctcgtc 

230 240 250 260 270 

* * * * « 

GAACCATTCGOGGGC GATTIXXGCACX:J«X GaSATGCTOGTTOGA 

280 290 300 310 

« * * * 

GWSCCJUSGCCXrroQC CAGCAACTOGCACAG GrrrCAGGTAACCXTrG 

320 330 340 350 360 

* ' * * * ^ 

CITCICCOGCACCAA CAGCAGCAGCXX5GC3T COCXTTTOTOCXXSCTC 

370 380 390 400 

GTCGTGATIOGTGAT CCACAOSTCAGCrOC GAaSATGOGCTIGAC 

410 420 430 440 450 

* « « * ♦ 

GCCCTIOCCAOGCGC TTCCITGTAGANGCX; OVCOUSCCOGAAGGC 

460 470 480 490 

« * * * 

ATPOCSOGAGATCOGT CAGOSCXAAGGCGCC CATCXXATCTTIGGC 

500 510 520 530 540 

* * * ♦ * 

GGCAGCCTTGACGGC ATCGTXSSAGACXSGAC ATTOCCATCGAOGAC 

550 560 570 580 

♦ ♦ • 

GGAATATTCGGAGTG GAGACGGAGGTGGAC GAAGCGCGGCGAATT 

590 600 610 620 630 

* * * * * 

CATCCGCGTATTGTA ACGGGTGACACCTTC CXSCAAAGCATTCCGG 

640 650 660 670 

* » ♦ * 

ACGTGCCCGATTCSAC CCGGAGCAACXXXX^C ACXX3CTGOGCGGGCA 

680 690 700 710 720 

* * * * * 

GTTATAATTTCGGCT TACGAATCAACXX3GT TACCCCAGGGCGCTG 
730 740 



AAGCXrTATCG jirGTGC AGTTGCCGGATGC 
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FIG 14 

FIGKA 



GTGCTACCACAGGGGTTCAGGGATAGCTCCCATCTATTTGGCCTGACATTAACCCGAGAC 
TTAAGCCAGTTCrCATACGTGGACACTCTTGTCCTTTGGTACGTGGATGACATCCTGCTGG 
CCTCC 



F1G14B 



10 20 30 40 50 

** *4 * * * * 

MSRVlpol GTGCTACCAC AGGGGTTCAG CGATACCTCC CATCTATTTG GCCTGACATT 



0. japl St 280 I 290 I 300 | 310 | 320 | 

GTttTACCcC AaGGGTTCAG GGATAGCCCC CATCTATTTG GCCaGgCATT> 

GTGCTACCAC AGGGGTTCAG GGATAGCTCC CATCTATTTG GCCTGACATT 

60 70 80 90 100 

* * ** *« ** 

MSRVlpcl P AACCCGAGAC TTAAGCCAGT TCTCATACGT GGACACTCTT GTCCTTTGGT 



O, jmpl St 330 I 340 | 350 | 360 | 370 | 

AgCCCaAGAC TTgAGtCAaT TCTCATACcT GGACACTCTT GTCCTTcaGT> 
* «* ** ** * * ««**«**«** «* 

KSRVlpol P AACCCGAGAC TTAAGCCAGT TCTCATACGT GGACACTCTT GTCCTTTGGT 

110 120 
* * * * * 

MSRVlpol P ACGTGGATGA CATCCTGCTG GCCTCC 



O. jxnpl St 380 I 390 

ACaTGGATCA ttTaCTttTa Gt> 

** * ** * « 

MSRVlpol P ACGTGGATGA CATCCTGCTG GC 



FIG14C 



MSRVlpol P GTGCTACCAC AGGGGTTCAG GGATAGCTCC CATCTATTTG GCCTGACATT 



0. jnpl St I I 10 I 20 I 30 , 

GTTCAG GGATAGCTCC CATCTATTTG GCCTGgCATT> 

' I ****** ********** ********** ***** **«* 

MSRVlpol P I GTTCAG GGATAGCTCC CATCTATTTG GCCTGACATT 

60 70 80 90 100 

** ** ** ** ** 

MSRVlpol P AACCCGAGAC TTAAGCCAGT TCTCATACGT GGACACTCTT GTCCTTTGGT 



O. ^mpl St 40 I 50 I 60 | 70 | 80 | 

AACCCGAGAC TTAAGCCAGT TCTCATACGT GGACACTCTT GTCCTTTGG> 

********** ********** ********** ********** *********! 

MSRVlpol P AACCCGAGAC TTAAGCCAGT TCTCATACGT GGACACTCTT GTCCTTTGg| 

110 120 
* * ' * * * 

MSRVlpol P ACGTGGATGA CATCCTGCTG GCCTCC 
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FIG 15 



F1G15A 



GTGCTGCCCCAGGGCGCTGAAGCCTATCGCGTGCAGTTGCCGGATGCCGCCTATAGCCTCTAC 
GTGGATGACCTGCTGCTGGCCTCC 



10 20 30 AO 50 

** ** * * ** 

MSRV2 PR GTGCTGCCCC AGGGCGCTGA AGCCTATCGC GTGCAGTTGC CGGATGCCGC 



O- jmpl St 710| 7201 730| 740l 

GgGtTaCCCC AGGGCGCTGA AGCCTATCGC GTGCAGTTGC CGGATGO 
* * * ********** ********** ********** ******* 

MSRV2 PR GTGCTGCCCC AGGGCGCTGA AGCCTATCGC GTGCAGTTGC CGGATGC 

60 70 80 

******* 

MSRV2 PR CTATAGCCTC TACGTGGATG ACCTGCTGCT GGCCTCC 



F1G15C 



10 20 30 40 50 

** ** ** ** ** 

MSRV2 PR GTGCTGCCCC AGGGCGCTGA AGCCTATCGC GTGCAGTTGC CGGATGCCGC 



0. jmpl St 10 I 20 I 30 I 40 | 50 

GTGtTGCCaC AGGGCGCTGA AGCCTATCGC GTGCAGTTGC CGGATGCCGO 

*** **** * ********** ********** ********** ********** 

MSRV2 PR GTGCTGCCCC AGGGCGCTGA AGCCTATCGC GTGCAGTTGC CGGATGCCGC 

60 70 80 

* * * * * * * 

MSRV2 PR CTATAGCCTC TACGTGGATG ACCTGCTGCT GGCCTCC 



0, jmpl St 60 I 70 I 80 I 90 

CTATAGCCTC TACaTGGATG ACaTcCTGCT GGCCTCO 

********** *** ****** ** * ***** ******* 

MSRV2 PR CTATAGCCTC TACGTGGATG ACCTGCTGCT GGCCTCC 
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GTAGTTCGATGTAGAAAGCGCCCGGAAACACGCGGGACCAATG 

CGTCGCCAGCTTGCGCGCCAGCGCCTCGTTGCCATTGGCCAGC 

GCCACGCCGATATCACCCGCeATGGCCGCCGGAGAGCGCCAGC 

AGACCGGCGGCCAGCGGCGCATTCTCCAACGCCGGGCTCGTCG 

AATCATTCGGGGGCGATTTCCCCACGACCGCGATGCTGGTTGG 

AGAGCCAGGCCCTGGCCAGCAACTGGCACAGGTTCAGGTAACC 

CCTGCTTGTCCCCGCACCCAACAGCAGCAGGCGGGTCGGCTTG 

TCGCGCTCGTCCGTGATTGGTGGATCCACAACGTCAGCCCCGA 

CGATGGGCTTCACGCCCTTGCCACGCGCTTCCTTGTAGAAGCGC 

ACCAGCCCGGAAGGCATTGGCGAGATCGGTCAAGCGCCAAGGN 

SCCCCATGCCATCTTTGGCGGCAGGCCTTGACGGCATCGTCGAG 

ACGGACATTGCCATCGACCGACGGAATATTCGGAGTGGAGACG 

GAGGTGGACGAAGCGCGGCGAATTCATCCGCGTATTGTAACGG 

GTGACACCTTCCCCAAAGCATTCCGGGCGTGCCCGATTGACCC 

GGAGCAACCCCGCACGGCTGCGCGGGCAGTTATAATTTCGGCT 

TACGAATCAACGGGTTACCCCAGGGCGCTGAAGCCTATCGCGT 

GCAGTTGCCGGATGC 

FIG 16 
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10 20 30 40 SO 60 

, , «. ** ** *« 

MSRV-2A TGGAAAGTGT TGCCACAGGG CGCTGAAGCC TATCGCGTGC AGTTGCCGGA TGCCGCCTAV 



660 I 670 680 690 | 700 

MSRV2CPR tcAAcGgGT TaCCcCAGGG CGCTGAAGCC TATCGCGTGC RGTTGCCCGA TGC> 

MSRV-2A GGAAAGTGT TGCCACAGGG CGCTGAAGCC TATCGCGTGC AGTTGCCGGA TGC 



FIG 17 
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FIG 18 



10 20 30 40 50 60 

KSRV2C PR CTACTTCCAT CTAG/VAAGCG CCCGGAAACA CCCCGCACCA ATGCXJTCCCC ACCTTGCGCG 

0. jcnpl St 60 I 70 I 80 {90 | 100 | 110 | 

CTACTTCCAT GTAGAAAGCG CCCGGAAACA CCOCCGACCA ATGCCTCGCC AGCTTCCCCO 

MSRV2C PR CTACTTCCAT GTAGAAAGCG CCCGGAAACA CCCCGCACCA ATGCCTCGCC ACCTTGCGCG 



70 80 90 100 110 120 

MSRV2C PR CCACCGCCTC GTTGCCATTG CCCACCCCCA CCCCCATATC ACCCCCCATC GCCGCCGGAG 



O. jmpl Bt 120 I 130 I 140 | 150 | 160 | 170 ( 

CCACCGCCTC GTTGCCATTG CCCACCCCCA CCCCCATATC ACCCCCCATC GCgcCgGaga> 

MSRV2C PR CCACCGCCTC GTTGCCATTG CCCACCCCCA CCCCCATATC ACCCCCCATC GCCGCCGGAG 

O. jmpl fit 



MSRV2C PR 



160- I 170 
t caCCcgCcat CgCCCCGGAC> 

C ACCCCCCATC GCCGCCGGAG 



130 140 ISO 160 170 laO 

MSRV2C PR ACCCCCACCA CACCCCCCGC CACCGCCGCA TTCTCCAACG CCCGGCTCCT CGAATCATTC 
0. jmpl at 



MSRV2C PR 



jmpl et 180 



210 



220 



MSRV2C PR 
0. jmpl fit 

MSRV2C PR 



ACCCCCACCA GACCCGCCGC CACCGCCGCA TTCTCaAcgc CgCGo 
***•**•«*« «*•«*•***« « * ** 

ACCCCCACCA CACCCGCGGC CACCGCCGCA TTCTCCAACG CCGGG 



200 



210 



220 




agcGgcgc aTtctCAACG CCGCCCTCGT CGAAcCATTO 
CCGCCGCA TTCTCCAACG CCCGGCTCCT CGAATCATTC 



190 200 210 220 230 240 

HSnV2c PR CGGGGCGATT TCCCCACCAC CCCCATCCTC CTTCGAGAGC CAGGCCCTGG CCACCAACTG 

O. jmpl mt. 240 | 2S0 | 260 | 270 | 280 | 290 | 

GGGCGCGATT TCCgCACCAC CCCGKTCCTG CTTCGAGAGC CAGGCCCTGG CCACCAACTC> 

KSRV2C PR GGGCCCCATT TCCCCACCAC CGCCATGCTC CTTCGAGAGC CAGGCCCTGG CCACCAACTG 



•0. jmpl Bt 
HSRV2C PR 



250 260 270 280 290 300 

CCACACCTTC AGGTAACCCC TCCTTCTCCC CGCACCCAAC AGCAGCAGGC GGGTCGGCTT 



330 



MSRV2C PR 



O. jmpl Bt 300 I 310 I 320 

CCACACCTTC AGCTAACCCt gctTgtcCO 
• •«•«****« • •* 

MSRV2C PR CCACACCTTC AGGTAACCCC TGCTTCTCC 



320 



tgctTgtC CcgcaCCAAC AGCAGCAGGC CCGTCCGCTT> 
~ • » • ***** •**•*•**«* •••***•*•* 

CTTGTCCC CGCACCCAAC AGCAGCAGGC GCCTCCCCTT 



310 



320 



330 



340 



3S0 



360 



MSRV2C PR 



CTCCCCCTCC TCCCTCATTG CTGCATCCAC AACCTCAGCC CCCACCATCC GCTTCACGCC 

I I I I I I 
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jmpl St 36C i 

CTCGCCCTCC 



KSRV2C PR CTCGCCCTC 
0. jmpl St. i 



310| 
ICCTCKTTC CT 



370 



380 



MSHV2C PR 



rtSRV2c PR 



At tgCtg»tCC* CACGTCACCC CCCACGATGC ^^^'^^^^f ^^^^ 
TC CTCCATCCAC AACCTCACCC CCCACCATGG CCTTCACGCC 



390 



410 



CTTGCCACGC CCTTCCTTGT ACAACCCCAC CACCCCCCAA CGCATTGGCG ACATCGGTCA 



420 



0. jmpl «^^°^^^^^^^^'*^^„cCTTCT'ACAnC^^ CACCCCGaAg CcatTgC> 
MSRV2C PR CTTCCCftCCC ^CTTCCTTCT IcIIcC^CAC CACCCCCCAA GCCATTG 



0. jmpl St 
HSRV2C PR 

MS~BV2c PR 



O. jmpl «t470 

QcgcCaAgCo 
* * « 



ngcgci CcagCCcCAA GCCATTGGCC AGATCGCTCA> 
GCGCAC CAGCCCGGAA CCCATTCCCC ACATCGGTCA 



a40 ^ ^ ^60 ^ .70 ^ 

ACCCCCAACC NSCCCCATCC CATC^TTCGC GGCACCCCTT GACCGCATCC TCGAGACCCA 



500 



SIO 



MSRV2C PR ACCGCCAAGG 

°* ^"^^ "%agcgCcAal ^cgCCCATCC CATCTTTCGC CCCAGcCtTg acgCO 
KSRV2C PR AGCCC^G NSCCC^TCC CATCTTTGCC GGCAGGCCTT CACGG 
0. jmpl fit I i 

TCTTTCGC GGCACCCCTT CACGGCATCG TCCAGACGGA 

540 



490 I 500 I 510 520 

atcTTtCg cCgcaCCCTT CACGGCATCG TCGACACCCA> 



490 500 ^ 510 ^ ^ ^ ^ _ _ 

CACCCACCGA ATATTCGCAG TCCAGACGGA CCTGCACGAA GCGCCGCCAA 
530 I 540 I 550 I 560 1 570 I 580 1 



HSRV2C PR 

520 530 

- ttu^r-' mt^tLt> 

MSRV2C PR CATTGCCATC 

O. jmpl ^,.c^^^ci ^TATTCCCM TGOACACOoi 0°^°;;^^ 

MSHV2C P« CA«CC«TC OAC^^AWci IrVt^l^Vi ^^ACAC^A COTOCACOAA OCOCCOCGAA 
O. jmpl at 

C 

M5RV2C PR CATTGCCATC CACCCACCGA ATA 



530 1 540 
CATTGCCATC CACgacgCaA tat> 



5BQ 



590 



600 



MSRV2C PR TTCATCCCCC 
0. jmpl «t 590 



550 560 ^570 

TATTGTAACC CCTGACACCT TCCCCAAACC ATTCCCCCCtt TCCCCCATTC 
620 1 630 I 640 | 



600 I 



610 



TTCA^ci TATTCTAAci COTCAC.CCT TCCgCAAACC ^TT^CCCaCG TOCCCCATTC> 
KSRV2C PR ;;^TCCC;^ ;;;;^TAACG GCTGAC^CCT TCCCCAAACC ATTCCCOCCG TCCCCCATTC 



640 



660 



KSRV2C PR 
O. jmpl St 



"0 620 ^ 630 

ACCC^ACcI ACCCCGCACC CCT^CCCCCC CACTTATAAT TTCGCCTTAC CAATCAACGC 
650 I 660 i 670 | 680 | 690 | 700 ] 



ACCCCCACCA ACCCCGCACC CCTCCGCCCG CACTTATAAT ^^^CTTAC ^AATCAAOCC> 
KSRV2C PR A^^W^ A^^^^W C^^^M CAOTATAAT TTCGCCTTAC CAATCAi^CTCC 

670 680 690 700 

• * •* 
MSRV2C PR CTTACCCCAC CGCCCTGAAC CCTATCCCGT CCAGTTCCCC CATCC 

740 



-^nnl St 710 I 720 | 730 ) 

CTTACCCCAG CCCCCTCAAC CCTATCCCGT CCAGTTCCCC CATCC> 

KSRV2C PR CTTACTOCAC CCCCCTCAAC CCTATCCCGT CCAGTTCCCC GATCC 
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CAGGGTATAGCCCCCATCTATTTGGCCAGGCATTAGCCCAAGA 

CTTGAGCCAGTTCTCATACCTGGACACTCTTGTCCTTCAGTATA 

TGGATGATTTACTTTTAGTGACCCATTCAGAAACCTTGTGATGT 

CAAGCCACACAAGTGCTCTTAACTTTCCTCTTTACCTCTGGCTA 

CAAGGTTTTCAAACCAAAGGCTCAGCTCTGCTCACAGCAGGTT 

AAATATTTAGGGCTAAAATTATCCAAAGGCACCAGGGCCCTCA 

GTGAGGAACGTATCCAGCCTATACTGGCTTATCTTCATCCCAAA 

ACCCTAAAGCAACTAAGAGGGTTCCTTGGCATAACAGGCTTCT 

GCTGAATATGGATTCCCAGGTTYGGTGAAATAGCCAGGCCATT 

AAATACACTAATTAAGGAAACTCAGAAAGCCAATACCCATTTA 

GTAAGATGGACATCTGAAGCACAATCAGCTTTCCAGGCACTAA 

AGAAAGCCCTAACCCAAGCCCCAGTGTTAAGCTTGCCAACAGG 

GCAAGACTTTTCTTTATATGTCACAGAAAAAATAGGAATAGCTC 

TAiGGAGTCCTTACACAGGTCTGAGGGACAAGCTTGCAACCCGT 

GGCATATCTGAGTAAGGARRCTGATGTAGTGGCAAAGGGTT 

FIG 19 
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FIG 20 



MSRVlnPB 



ADIGNEMENT SEQ ID N-1 avec le Clone PR SEQ ID N-xx 

10 20 30 .0 ^ so ^ 60 

MSRVlnPR CACG^TAT^C CCCC^ATCTA TTTGGCCACG CATTAGCCCA AGACTTCACC CAGTTCTCAT 

"°c-GGgATAfcCCCCATCTA'^GCCAGfcATTAGCC^^ 

CAGGOtItAC CCCCCATCTA ^TCCCCAGG CATTAGCCCA AGACTTGAGC CAC xTCTCAT 

70 80 90 ^ 100 ^ 110 ^ 120 

KsRvinPR acct^caca; TCTT^Tccrj cagtItatgg atcatttact tttactcacc cattcagaaa 

I - I ^80 390 400 I 

°- '"^^ "acCTGGACAc'?cTTGTCCTT CAGTAcATGC ATGATTTACT TTTAGTcgCC C9TTCAGAAA> 

MSRVlnPR ;;;;;;;c;; ;;;;;;;;;; ;;;;;t;;;g atgatttact tttagtcacc cattcagaaa 

140 ^ 150 ^ 160 ^ 170 ^ 180 

MSRVlnPR CCTTGTGATC TCAAGCCACA CAAGTCCTCT TAACTTTCCT CTTTACCTCT GCCTACAAGG 
I l-iQ 440 450 460 1 

°- i-P^ ^^°cTTGTGccf?CAAGCCACc CAACaaCTCT TAACTTTCCT CacTACCTgT CGCTACAAGG> 

MSRVlnPR C^C^^ATC ;ci;icCCACA C^CTCCTCT TAACTTTCCT CTTTACCTCT GCCTACAAGG 
190 200 ^ 210 _ 220 ^ 230 _ 240 

MSRVlnPR' TTTT^AAAcj AAAG^CTCAO CTCTCCTCAC AGCAGCTTA| ATATTTAGCC CTAAAATTAT 
°- ''?TTcCAAACc'LvGGCTC,c'^GCTCAnGgAG.TTArATAcT„^^ 

MSRVlnPR ;;;tc;:;;;;; '^z:ic.i '<;r:^'^cic agcaggttaa atatttaogc ctaaaa™ 

2S0 260 270 ^ 280 ^ 290 ^ 300 

MSRVlnPR CCAA;gCCA; CACG^CCCTC ACTcicCAAC GTATCCAGCC TATACTGCCT TATCTTCATC 

'-^^ "^CAAAGGCAr^GGGCCCTrUACGAAl'o^^^^^ 
HSRVlnPR ^^^C ;;;;;;;^C ;;tGAGGAAC GTATCCAGCC TATACTCCCT TATCTTCATC 

310 320 330 ^ 340 ^ 350 ^ 360 

MSRVlnPR CCAA;:aCCC; AAAC^AACrj AGAG^GTTCC TTGCCATAAC AGCCTTCTCC TCAATATGGA 

°- "cCAAAACCC?°UcAACTrAGACGCTT«'TTGGCA^^^ 
MSRVlnPR 'c;^':^ i^i^Ic;;^:;;; ;;;;ogttcc TTGGCATAAC AGGCTTCTGC TGAATATGGA 

3,0 380 390 400 410 420 



MSRVXnPR ttcc^acct; vcgt^aaata CCCA«CCAT TAAATACACT AATTAACGAA actcagaaag 
I ifiO 690 700 I 

^"P' "?TCCCACCTrcascCCAATA 2cCAG.CCAT TAtATACACT AATTAnOCAA ACTCACAAAO 
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MSRVlnPR TTCCCAGCTT YGGTCAAATA GCCAGGCCAT TAAATACACT AATTAACGAA ACTCACAAAG 



MSRVXnPR 
0. jmpl 

MSRVlnPR 
O. jmpl 

MSRVlnPR 



430 440 450 460 470 

* . • « • • • • 

CCAATACCCA TTTAGTAACA TCGACATCTG AAGCACAATC ACCTTTCCAG 



740 1 750 

ctaCAgAAgt gGCTTTCCAC 



480 
* * 

CCACTAAACA 



760 I 
CCcCTAAACA> 



AAGCACAATC ACCTTTCCAG GCACTAAAGA 



710 720 730 740 

CCAATACCtA TTTAGTAACA TGCACAcCTa cAGaAgtggC> 
•****••* • *••••««••• •••••« *♦ • * 

CCAATACCCA TTTAGTAACA TGCACATCTG AAGCACAATC 



MSRVlnPR 
O- jmpl 



490 500 510 520 530 

AAGCCCTAAC CCAACCCCCA GTGTTAAGCT TGCCAACAGC CCAAGACTTT 



St 770 I 780 1 790 | 800 | 810 | 

AgCCCCTAAC CCAACCCCCA CTCTTcACCT TGCCAACAGC GCAACAtTTT 



540 

TCTTTATAT" 



820 
TCTTTATATC> 



MSRVlnPR AAGCCCTAAC CCAACCCCCA GTGTTAAGCT TGCCAACAGC GCAAGACTTT TCTTTATATG 



MSRVlnPR 
O. jmpl 



550 560 570 580 590 

*• #* 
TCACACAAAA AATACCAATA GCTCTAGCAC TCCTTACACA GCTCTGACCC 



Bt 830 I 840 I 850 | 860 | 870 | 

cCACAGAAAA AAcAGGAATA CCTCTACGAG TCCTTACgCA CGTCTcACGC 



600 
« * 

ACAAGCTTCC 

880 I 
AtgACCTTCO 



MSRVlnPR TCACACAAAA AATACCAATA GCTCTAGCAC TCCTTACACA GCTCTGAGCC ACAACCTTGC 



MSRVlnPR 
0 



610 620 630 640 

• 

AACCCGTGGC ATATCTGAGT AACCARRCTC ATGTAGTGGC AAAGCCTT 



jmpl St 890 1 900 | 910 | 920 I 930 

AACCCCTGGt ATAcCTCAGT AACCAaatTC ATGTAGTGGC AAACCGTT> 

MSRVlnPR AACCCGTGGC ATATCTGAGT AACCARRCTC ATGTAGTGGC AAAGCCTT 
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